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Bifidobacterium lactis subsp. lactis sev Bb12  
Clostridium 
Carski rez  
Pražni cikel (angl. Threshold cycle)  
Deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
Dokozaheksaenojska maščobna kislina (C22: 6, n–3)  
Deionizirana voda  
Enkrat nenasičene maščobne kisline 
Eikozapentaenojska maščobna kislina (C20:5, n–3)  
Evropsko združenje za pediatrično gastroenterologijo, hepatologijo 
in prehrano (angl. The European Society for Paediatric 
Gastroenterology Hepatology and Nutrition) 
Ameriški inštitut za medicino (angl. Institute of Medicine) 
Indeks telesna mase (angl. Body Mass Index)  
Kolonijske enote  
Statistični neparametrični test Kruskal-Wallis za več neodvisnih 
vzorcev  
Lactobacillus  
Lactobacillus acidophilus sev La5  
Lactobacillus gasseri sev K7  
Lactobacillus rhamnosus sev GG  
Teoretična meja detekcije (angl. Limit of Detection)  
Mlečnokislinske bakterije  
Statistični neparametrični test Mann-Whitney za dva neodvisna 
vzorca 
Nacionalni inštitut za biotehnološko informacijo (angl. National 
Center for Biotechnology Information)  
Slovenski nacionalni perinatalni informacijski sistem  
Zdravila brez recepta (angl. Over The Counter). 
Operativne taksonomske enote (angl. Operational Taxonomic 
Units)  
Stopnja telesne aktivnosti (angl. Physical Activity Level)  
Metoda glavnih komponent (angl. Principal Component Analysis) 
Verižna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction)  
Probiotični mlečni in sojini izdelki  
Probiotična prehranska dopolnila (matere)  
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Probiotična prehranska dopolnila (otroci)  
Ribe, ribji izdelki in morski sadeži  
PCR v realnem času ali kvantitativni PCR (angl. Quantitative PCR 
ali Real -Time PCR) 
Ribosomska DNA  
Podatkovna baza zastopanosti ribosomalnih operonov (angl. 
Ribosomal RNA Operon Copy Number Database).  
Staphylococcus 
Telesna masa  
Vaginalni porod 
Vprašalnik o pogostosti uživanja živil (angl. Food Frequency 
Questionnaire, FFQ)  
Vprašalnik o pogostosti uživanja probiotičnih mlečnih ali sojinih 
izdelkov in probiotičnih prehranskih dopolnil (med nosečnostjo – 
A in dojenjem – B ) 
Vprašalnik o pogostosti uživanja rib, ribjih izdelkov in morskih 
sadežev ter ostalih prehranskih dopolnil (med nosečnostjo – A in 
dojenjem – B) 
Vaginalni porod  
Večkrat nenasičene maščobne kisline 
Začetni oligonukleotid 
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1    UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE, CILJEV IN HIPOTEZ 
V času pred, med nosečnostjo in med dojenjem vpliva življenjski slog matere, vključno 
s prehrano in telesno aktivnostjo, tako na zdravje matere kot na zdravje razvijajočega se 
otroka. Raziskave nedvoumno dokazujejo, da prehrana v najzgodnejšem obdobju ne 
vpliva samo na potek rasti in funkcionalni razvoj otroka, temveč pomembno vpliva na 
pojavnost civilizacijskih bolezni v otroštvu in v odrasli dobi (tveganje za razvoj 
povišanega krvnega tlaka, sladkorne bolezni, debelosti, presnovnih, imunskih in srčno 
žilnih bolezni (Langley - Evans, 2015). Prehranjenost nosečnice in njena telesna masa 
sta pomembna dejavnika, na katera lahko nosečnica vpliva z ustreznim izborom hranil 
ter aktivnostjo, ki pripomore k primernemu pridobivanju telesne mase. Zato prehranski 
strokovnjaki in zdravniki nosečnicam ter doječim materam, kot dopolnilo k pestri in 
uravnoteženi prehrani, pogosto priporočajo tudi uživanje različnih prehranskih dopolnil, 
vključno s probiotiki. Vse več raziskav poroča o koristnih učinkih uživanja probiotikov 
v času nosečnosti in dojenja neposredno na mater ter na otroka preko endogenega in 
vertikalnega prenosa črevesnih ter vaginalnih bakterij na otroka (Ojo - Okunola in sod., 
2018). Iz dosedanjih raziskav vemo, da vplivajo na razvoj črevesne mikrobiote otroka 
številni dejavniki: mikrobiota matere, način rojstva, gestacijska starost otroka, higiena 
okolja, prehrana matere in otroka, zdravstveno stanje matere in otroka, terapije z 
antibiotiki, itd. Začetki raziskav razvoja mikrobiote so se opirali na trditev, da otrok živi 
v maternici v sterilnem okolju in pride v stik z mikrobi šele med ter po porodu. Danes 
se vse bolj potrjuje domneva, da se otrok sreča z mikrobi že pred porodom, kar je 
nekakšna priprava otrokovega imunskega sistema na stik z zunanjim okoljem. Vse več 
je indikacij o prenosu človeku koristnih bakterij po endogeni poti, iz materinega 
črevesja, preko črevesnega epitelija matere, s pomočjo dendritičnih celic in makrofagov 
do otroka v maternici ter do mlečne žleze (Rodríguez, 2014). Čeprav materino mleko ni 
bilo vključeno v raziskavo Human microbiome project v letu 2007 (Turnbaugh in sod., 
2007), se strokovna javnost vedno bolj zaveda vpliva dojenja in sestave mikrobiote 
materinega mleka na razvoj črevesne mikrobiote novorojenčka v prvih mesecih ter 
pomembne vloge na zdravje tako v otroštvu kot v odrasli dobi. Mikrobiota mlečne žleze 
je pretežno sestavljena iz gram pozitivnih bakterij, predvsem stafilokokov in 
streptokokov, ostalih mlečnokislinskih bakterij (MKB), bifidobakterij ter ostalih 
anaerobnih bakterij (Fitzstevens in sod., 2017). Možni izvor mikrobiote v materinem 
mleku so bakterije iz materine kože in okolja, ki med dojenjem ter negovanjem preko 
novorojenčkovih ust prehajajo preko povratnega refluksa v mlečne vode. Drugi možni 
vir pa so bakterije, ki že pred porodom prehajajo v mlečno žlezo po črevesno-mlečni 
poti, preko z mukozo povezanega limfatičnega sistema (Rodríguez, 2014). Indikacije o 
prenosu koristnih bakterij iz črevesne mikrobiote matere do mlečne žleze in otroka so 
odprle novo poglavje o preventivnem delovanju prehrane in prehranskih dopolnil, 
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posebej probiotičnih bakterij, tako pri oblikovanju mikrobiote materinega mleka, kot 
tudi črevesne mikrobiote otroka. Namen dela, ki je bil del raziskave Vpliv humanega 
mleka v razvoju črevesne mikrobiote dojenčka (J4-3606, ARRS), je bil proučiti vpliv 
prehrane mater in okoljskih dejavnikov na mikrobioto mleka ter posledično mikrobioto 
njihovih dojenčkov. V raziskavo je bilo vključenih 185 prostovoljk in njihovih otrok. 
1.1 HIPOTEZE 
Glede na rezultate objavljenih sorodnih raziskav smo postavili naslednje hipoteze: 
 
— Uživanje probiotičnih bakterij in način prehrane matere (vegetarijanski/mešani tip 
prehrane) med nosečnostjo in dojenjem vplivata na sestavo mikrobiote kolostruma 
in zrelega materinega mleka. 
 
— Indeks telesne mase matere pred nosečnostjo in prirast telesne mase med 
nosečnostjo vplivata na sestavo mikrobiote kolostruma in zrelega materinega 
mleka. 
 
— Na sestavo mikrobiote blata dojenčka vplivajo način poroda, sestava mikrobiote 
kolostruma in zrelega materinega mleka ter način prehrane otroka (izključno, 
delno dojenje). 
 
— Sestave mikrobiote kolostruma, mekonija in blata dojenčka se razlikujejo.  
 
— Redno uživanje probiotičnih bakterij med nosečnostjo in dojenjem bo zvišalo 
delež mlečnokislinskih bakterij in bifidobakterij v mikrobioti materinega mleka in 
mikrobioti blata otroka. 
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2   PREGLED OBJAV 
2.1 PREHRANA MATERE PRED IN MED NOSEČNOSTJO TER MED DOJENJEM 
Pestra in uravnotežena prehrana, izbira svežih, hranilno bogatih živil ter pitje zadostnih 
količin tekočine, je temelj zdrave prehrane v vseh življenjskih obdobjih ženske, še 
posebej pred zanositvijo, med nosečnostjo in v času dojenja. Priporočila za nosečnice in 
doječe matere se v osnovi ne razlikujejo od splošnih priporočil zdrave prehrane, imajo 
pa večji pomen, saj prehrana dolgoročno vpliva na zdravje matere in razvijajočega se 
otroka. Prehrana matere je lahko dejavnik tveganja za razvoj civilizacijskih bolezni, kot 
so prekomerna telesna masa, povišan krvni tlak, diabetes tipa 2, presnovne bolezni, 
bolezni srca in ožilja, že v otroštvu ali pa kasneje v odrasli dobi (Fidler - Mis, 2010). Ta 
fenomen se imenuje presnovno programiranje (angl. Early life programming; Langley - 
Evans, 2015). Cilj prehranskih smernic in priporočil o pridobivanju telesne mase med 
nosečnostjo je zagotoviti ustrezno oskrbo matere in otroka s hranili in energijo. 
Upoštevanje prehranskih priporočil v času nosečnosti je povezano s stopnjo 
ozaveščenosti nosečnic o pomenu zdrave prehrane za lastno zdravje in zdravje ploda, 
hkrati pa je podvrženo navadam in običajem družbe, ekonomskim, socialnim in verskim 
dejavnikom (Prosen in Poklar - Vatovec, 2011a).  
2.1.1 Priporočila in smernice uravnoteženega prehranjevanja 
Prehranski vnos, prehranjevalne navade in prehranski status so dejavniki tveganja 
oziroma varovalni dejavniki pri razvoju večine kroničnih nenalezljivih bolezni (KNB). 
Zdrave prehranjevalne navade so osnovni pogoj za ohranjanje zdravja, boljše počutje ter 
kakovostnejše življenje, spreminjanje prehranjevalnih navad prebivalstva pa nima samo 
kratkoročnih, ampak predvsem dolgoročne učinke, ki so prenosljivi tudi na mlajše 
generacije. Smernice zdravega prehranjevanja izvirajo iz priporočil Svetovne 
zdravstvene organizacije (WHO/FAO, 2003) in mednarodnega integriranega 
interventnega programa za preprečevanje kroničnih bolezni (angl. Countrywide 
Integrated Non-communicable Diseases Intervention Programme, CINDI). Do 2009 je 
imel v Sloveniji glavno vlogo ozaveščanja in izobraževanja o zdravem življenjskem 
slogu in prehrani Center za upravljanje programov preventive in krepitev zdravja 
(CINDI Slovenija), sedaj pa se izvaja pod okriljem različnih populacijsko usmerjenih 
projektov Nacionalnega inštituta za javno zdravje (NIJZ). V okviru programa NIJZ so v 
2018 pripravili publikacijo Uravnotežena prehrana (Poličnik in Bavcon, 2018), ki 
vsebuje smernice in priporočila zdravega prehranjevanja prilagojene našim 
prehranjevalnim navadam ter zdravemu življenjskemu slogu. Priporočila predstavljena 
spodaj so povzeta v 12 točkah in vključujejo priporočen izbor živil (pretežno 
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polnovredna žita, zelenjavo in sadje, poudarjajo izbiro kakovostnih maščob, zmernost 
pri soli, alkoholu in sladkorju. 
Priporočila za uravnoteženo prehranjevanje in zdrav življenjski slog (Poličnik in 
Bavcon, 2018):  
— V jedi uživajte in jejte redno. Izbirajte pestro hrano, ki naj vsebuje več živil 
rastlinskega kot živalskega izvora. 
— Izbirajte živila iz polnovrednih žit in žitnih izdelkov. 
— Večkrat dnevno jejte raznovrstno zelenjavo in sadje. Prednost dajte sezonski 
zelenjavi in sadju, ki sta pridelana lokalno ter prijazno naravi in človeku. 
— Izogibajte se pretiranemu uživanju maščob in mastnih živil. Pri pripravi hrane 
izmenično uporabljajte kakovostna olja (npr. oljčno, ogrščično, sončnično, 
orehovo, sezamovo).  
— Mastno meso ter slane in mastne mesne izdelke nadomestite s stročnicami, ribami, 
perutnino ali pustim mesom. Vsaj dvakrat na teden uživajte ribe in ena do dvakrat 
na teden uvedite brezmesni dan. 
— Dnevno uživajte manj mastno mleko in manj mastne mlečne izdelke.  
— Jejte manj slano hrano. Pri mizi jedi dodatno ne dosoljujte. 
— Omejite uživanje sladkorja in živil z dodanim sladkorjem (npr. sladki prigrizki, 
slaščice, sladki pekovski izdelki, sladke pijače).  
— Ne pozabite na vnos tekočine. Za žejo uživajte navadno ali mineralno vodo ter 
nesladkan čaj.  
— Izogibajte se uživanju alkoholnih pijač.  
— Hrano pripravljajte higiensko. Jedi pripravljajte tako, da v živilih ohranite čim več 
pomembnih hranilnih snovi. Priporočljivi postopki toplotne obdelave hrane so 
kuhanje v sopari, dušenje z manjšo količino olja in dušenje v lastnem soku ali z 
dodatkom vode.  
— Bodite telesno dejavni, in sicer toliko, da bo vaša telesna masa zdrava. 
V povezavi z zdravim življenjskim slogom priporočila vključujejo tudi ritem 
prehranjevanja, način priprave hrane, pravilno razmerje živil na krožniku, velikost 
porcij, vnos tekočin in zmerno telesno dejavnost. V razvoju svetovnih smernic zdravega 
prehranjevanja je prišlo do pomembnih sprememb v postavitvi smernic, ki vključujejo 
komponente varovanja okolja in spodbujajo trajnostni razvoj s poudarjanjem pomena 
uživanja pretežno rastlinske, sezonske lokalne hrane, zmanjševanju odpadkov, uživanju 
rib iz trajnostnih virov, zmanjševanju uživanja rdečega mesa, mesnih izdelkov, ostalih 
pred pripravljenih in pripravljenih jedi ter sladkih/oslajenih napitkov (Gonzalez - 
Fischer in Garnett, 2016). 
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2.1.1.1 Prehranske referenčne vrednosti  
Epidemiološke, biokemijske in molekularno-biološke raziskave so pokazale, da obstaja 
povezava med pojavnostjo določenih kroničnih bolezni, prehrano in življenjskim 
slogom. Cilj prehranskih referenčnih vrednosti (priporočil, ocenjenih vrednosti, 
orientacijskih vrednosti) je ohranjanje ali izboljšanje zdravja ter kakovosti življenja. 
Vnos priporočenih vrednosti hranil naj bi pri zdravih osebah zagotavljal pokritje potreb 
vseh življenjsko pomembnih metaboličnih, fizioloških in psiholoških funkcij, ter 
preprečeval prehransko pogojene bolezni in okvare. Prehranske referenčne vrednosti se 
določajo na podlagi študij, v katerih ugotavljajo parametre preskrbljenosti s hranili, 
oziroma količine hranilnih snovi, ki preprečujejo oziroma odpravljajo simptome 
pomanjkanja (Referenčne vrednosti…, 2004). Različne sestavine živil delujejo 
preventivno, krepijo antioksidativno obrambo in imunski sistem, ter ščitijo pred 
degenerativnimi obolenji, kot sta arterioskleroza in rak. Podatke o preventivnem 
delovanju različnih sestavin hrane in možnih mehanizmih, pridobimo iz in vitro študij 
ter kratkotrajnih intervencij in na podlagi teh načrtujemo dolgotrajnejše študije. 
Dokazovanje preventivnih učinkov hranil na zdravje je namreč mogoče samo v 
dolgotrajnih študijah, pod kontroliranimi pogoji in znanimi ter dokazljivimi biološkimi 
kazalniki (Referenčne vrednosti…, 2004). Navedene referenčne vrednosti za vnos hranil 
in energije so usklajene z aktualnimi predlogi strokovnjakov (FAO/WHO/UNU) in smo 
jih povzeli po brošuri NIJZ 2016 (Referenčne vrednosti…, 2016). NIJZ je vsebino 
prehranskih priporočil iz leta 2016 povzel po Referenčnih vrednostih za vnos hranil iz 
leta 2004 (Referenčne vrednosti ..., 2004) in jih posodobil s podatki iz novejših 
priporočil Nemškega prehranskega združenja (nem. Deutsche Gesellschaft für 
Ernährung, DGE) (energijski vnosi in vnosi vezani na nekatera energijska hranila, 
prehranska vlaknina ter vitamini D, C, folna kislina, tiamin, riboflavin, niacin in 
minerala kalcij, selen). Poleg referenčnih vrednosti za vnos hranil in energije obstajajo 
priporočila za skupni vnos vode (napitki, prehrana), ki se nanašajo na normalne pogoje 
okolja in srednjo fizično aktivnost (PAL 1,6). Odrasle ženske naj bi zaužile 2 l vode 
(voda, čaj, napitki) na dan (EFSA, 2010). Omenjene referenčne vrednosti veljajo kot 
nacionalni standard za načrtovanje prehrane in izdelavo prehranskih smernic za 
posamezne skupine prebivalstva. Referenčne vrednosti za vnos hranil in energije so 
povprečne potrebe in so odvisne od starosti, spola, telesne mase, konstitucije, fizične 
aktivnosti, fiziološkega ter psihološkega stanja, genetike, življenjskega sloga in 
klimatskih razmer (Prosen in Poklar - Vatovec, 2011a). Tako se na primer orientacijske 
vrednosti osnovnih energijskih potreb za zdrave in fizično aktivne ženske razlikujejo 
glede na starost, predvsem pa glede na fizično aktivnost (tudi nad 1000 kcal) 
(preglednica 1). Orientacijske vrednosti za energijske potrebe izhajajo iz bazalnega 
metabolizma, ki predstavlja največji del porabe, delovnega metabolizma (stopnja 
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telesne aktivnosti – PAL), termogeneze po vnosu hranljivih snovi in potreb za rast, 
nosečnost in dojenje (Referenčne vrednosti ..., 2004). 
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Preglednica 1: Primerjava osnovnih energijskih potreb zdravih fizično aktivnih žensk glede na starostno 
skupino in fizično aktivnost (Referenčne vrednosti ..., 2016) 
Table 1: Comparison of basal energy requirements of healthy active women among different age and 





STAROSTNA SKUPINA  
19-24 let (kcal/dan) 
STAROSTNA SKUPINA  
25-50 let (kcal/dan) 
1,4 Sedeča dejavnost. 1900 1800 
1,6 Sedeča dejavnost, občasno 
hoja in stoječe delo. 
2200 2100 
1,8 Pretežno stoječe delo 2500 2400 
2.1.1.2   Alternativni načini prehranjevanja 
Med alternativnimi načini prehranjevanja prevladuje vegetarijanstvo. Poznamo več 
oblik vegetarijanstva, ki se razlikujejo glede na vključevanje posameznih skupin živil, 
ki jih poleg živil rastlinskega izvora (žita, sadje, zelenjava) vključujejo v prehrano 
(Hlastan - Ribič, 2009): 
– Lakto-ovo vegetarijanci v prehrano vključujejo mleko, mlečne izdelke in jajca.  
– Lakto vegetarijanci uživajo tudi mleko in mlečne izdelke.  
– Strogi vegetarijanci uživajo izključno živila rastlinskega izvora (žita, sadje in 
zelenjava). 
– Strogi frutarijanci uživajo predvsem sadje in oreščke, v manjših količinah zelenjavo 
ter žita. 
Podatki raziskave prehranskih navad odraslih prebivalcev v Sloveniji iz leta 2009 so 
pokazali, da je bilo v populaciji 1,6 % vegetarijancev in 2,1 % delnih vegetarijancev. 
Strogih vegetarijancev je bilo 0,5 %, od tega 0,3 % veganov in 0,2 % frutarijancev 
(Gabrijelčič – Blenkuš in sod., 2009). V raziskavi niso zaznali vpliva socialno-
demografskih razlik na način prehranjevanja. Opazili pa so višji delež žensk (2,9 %) 
med delnimi vegetarijanci in večji delež delnih (4 %) in popolnih (2,8 %) vegetarijancev 
med anketiranci z višjo ali visoko izobrazbo, v primerjavi z drugimi izobrazbenimi 
skupinami (Gabrijelčič – Blenkuš in sod., 2009). V do nedavnega objavljeni literaturi 
nismo našli podatkov o načinu prehranjevanja med slovenskimi nosečnicami. 
2.1.1.3   Indeks telesne mase (ITM) 
Kot referenčna mera za določitev prehranjenosti (prehranski status) je bil uveden indeks 
telesne mase – ITM (angl. Body Mass Index). ITM je razmerje med telesno maso in 
kvadratom telesne višine ter ga izrazimo v kg/m2 (WHO, 1995). Stanje prehranjenosti 
Tušar T. Vpliv prehrane matere in okoljskih dejavnikov na razvoj mikrobiote materinega mleka in črevesne mikrobiote dojenčka. 
  Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
8 
posameznika ocenimo na podlagi vrednosti ITM in ga razvrstimo v kategorije navedene 
v preglednici 2. 
Preglednica 2: Kategorizacija stanja prehranjenosti glede na vrednost indeksa telesne mase – ITM pri 
odraslih (WHO, 1995) 
Table 2: Categories of BMI – Body Mass Index for indicating nutritional status in adults (WHO, 1995)  
INDEKS TELESNE MASE 
(ITM) 
STANJE PREHRANJENOSTI 
Do 18,4 Podhranjenost 
18,5–24,9 Normalna hranjenost 
25–29,9 Čezmerna hranjenost 
30–34,9 Debelost I. stopnje 
35–39,9 Debelost II. stopnje 
Nad 40 Izredna debelost (debelost III. stopnje) 
Ocenjevanje prehranskega statusa s pomočjo ITM je robustna metoda, ki je primerna za 
zmerno telesno aktivne osebe, z normalnim odstotkom mišične mase, kavkazijske rase 
in stare nad 19 let. Z ITM namreč ugotavljamo povprečno gostoto telesa, ne razlikujemo 
pa med deležem maščobne in mišične mase telesa (Nuttall, 2015). Zato s to metodo ne 
moremo ocenjevati prehranskega statusa nosečnic, otrok in mladostnikov do 20 let in 
športnikov. Pri nosečnicah je namreč potrebno upoštevati fiziološke spremembe v 
telesni sestavi (razmerje med mišicami in telesno maščobo, zadrževanje vode), razlike v 
masi zarodka, rastočih tkiv in amnionske tekočine (Robič in sod., 2013). 
2.1.2 Prehranska priporočila v nosečnosti 
Pri prehrani nosečnice je pomemben vidik prehranskega statusa in načina življenja pred 
nosečnostjo ter v času zanositve, saj dolgoročno vpliva na njeno in otrokovo zdravje. 
Pomanjkanje ključnih hranil v otroštvu in zgodnji odrasli dobi vpliva na uspešnost 
zanositve in donositve, zato naj bi ženske že pred spočetjem uredile svojo prehrano in 
dosegle telesno maso, ki ne odstopa za več kot 10 % od normalne telesne mase (ITM 
18,5–24,9) in predstavlja normalno energijsko ravnovesje (Prosen in Poklar - Vatovec, 
2011a). Najbolj občutljivo obdobje za uspešno spremembo vzorcev prehranjevanja je 
pred načrtovano nosečnostjo in v začetku nosečnosti. V tem obdobju mora nosečnica z 
uravnoteženo prehrano zagotoviti optimalen vnos hranil in energije, da zadovolji svoje 
običajne potrebe ter potrebe razvijajočega se ploda in omeji pridobivanje telesne mase. 
Neustrezna prehranjenost nosečnice, ki se odraža tudi v prenizki oziroma prekomerni 
telesni masi, lahko vpliva na potek nosečnosti in izid poroda, vsekakor pa na 
dolgoročno zdravje ženske in otroka (Prosen in Poklar - Vatovec, 2011a). Prenizka ali 
previsoka telesna masa matere poveča tveganje za razvoj kroničnih bolezni, kot so 
srčnožilne bolezni, diabetes tipa 2 in hiperlipidemija v otroštvu in kasneje v odraslosti. 
Pri ženskah s prenizko telesno maso pred zanositvijo obstaja večja verjetnost 
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prezgodnjega poroda in rojstva novorojenčka z nizko telesno maso (Ricciotti 2008). 
Priporočene vrednosti vnosa vode (tekočin) za nosečnice so zaradi nekoliko višjih 
energijskih potreb povečane za dodatnih 300 ml, torej 2,3 litre dnevno (EFSA, 2010). 
2.1.2.1   Priporočila za vnos hranil in energijske potrebe v času nosečnosti 
V prvih štirih mesecih nosečnosti mati ne potrebuje dodatne energije, povečajo pa se 
potrebe po vitaminih in mineralih (preglednica 3). Pri navedenih orientacijskih 
referenčnih vrednostih so upoštevane potrebe srednje fizično aktivne (PAL 1,6) ženske 
v času rodnosti (starost 25 let) in z normalnim ITM. Pri nosečnicah se najbolj povišajo 
potrebe po folni kislini, železu in vitaminu B12 (4,5 g/dan), pri nosečnicah mlajših od 
19 let pa je priporočljiv tudi višji vnos mineralov (kalcij, fosfor in magnezij) in 
vitaminov (A in B1) (Referenčne vrednosti ..., 2016). Pri ženskah, ki načrtujejo 
nosečnost, prehranski strokovnjaki pred spočetjem in v prvem trimesečju, priporočajo 
dodatek folne kisline v obliki prehranskih dopolnil (400 µg/dan), za preprečevanje 
nepravilnosti v razvoju nevralne cevi. Ženske, ki že imajo otroka z nepravilnostmi v 
nevralnem razvoju, pa naj bi v tem obdobju zaužile dnevno 4000 µg folne kisline. Pri 
nosečnicah se v drugem trimesečju, zaradi povečanja volumna krvi, posteljice in hitre 
rasti ploda, najbolj povišajo potrebe po železu (za 100 %). Rizična skupina za 
pomanjkanje železa v nosečnosti so vegetarijanke, ki z vegetarijansko, predvsem pa 
strogo vegansko prehrano, težko sledijo povečanim potrebam po železu v nosečnosti. V 
drugem trimesečju se zvišajo tudi energijske potrebe, ki se razlikujejo glede na 
prehransko stanje nosečnice pred zanositvijo, starost ter seveda fizično aktivnost (PAL) 
(preglednica 3). Nosečnice v drugem trimesečju potrebujejo dodatek 1046 kJ (250 
kcal)/dan, v tretjem trimesečju pa dodatek 2092 kJ (500 kcal)/dan. Te vrednosti veljajo 
za ženske, ki so imele normalno težo pred zanositvijo, glede na priporočljiv prirast teže 
v nosečnosti (IOM, 2009) in pri nezmanjšani telesni dejavnosti. Pri strogih 
vegetarijankah, ki ne uživajo rib in morskih sadežev, obstaja možnost za pomanjkanje 
pogojno (semi) esencialnih maščobnih kislin DHK in EPK, ki sta odsotni v rastlinski 
prehrani. V telesu poteka pretvorba -linolenske kisline (prisotna v orehih, oljni 
ogrščici, lanenem semenu, sojinem olju itd.) v EPK in DHK vendar se v najboljšem 
primeru iz -linolenske kisline pretvori 5-15 % EPK in < 1% DHK (ADA, 2014). 
Neuravnoteženo razmerje med linolno in -linolensko kislino (največ 5:1) pa lahko 
zaradi tekmovanja za skupni encimski sistem negativno vpliva na pretvorbo 
(Referenčne vrednosti ..., 2004). Redno uživanje zadostnih količin esencialnih in semi 
esencialnih maščobnih kislin s hrano pred in v času nosečnosti, poskrbi za optimalen 
razvoj živčnega sistema in možganov otroka. Nosečnice in doječe matere bi morale 
glede na slovenske smernice v povprečju zaužiti dnevno vsaj 200 mg DHK (Referenčne 
vrednosti …, 2016). 
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Preglednica 3: Primerjava osnovnih potreb po energiji, hranilih, vitaminih in mineralih v obdobju 
nosečnosti, s potrebami zdravih, fizično, aktivnih žensk (normalen ITM, starost 25 let, PAL 1,6) 
(Referenčne vrednosti ..., 2016)  
Table 3: Comparison of basic energy, nutrients, vitamins and minerals requirements during pregnancy 
with the requirements of healthy, physically active women (aged 25, normal BMI, PAL 1,6) (Referenčne 




















(od 4. meseca) 
POVEČANJE 
DNEVNIH 
POTREB v % 
 
Energijske potrebe      
kcal/dan 2100 2100  / 23507 9,0 
Beljakovine (g/dan) 48 48 / 58 21 
Maščobe (% energije) 30 30 / 30-35 17 
n-3 MK (% energije) 0,5 0,5 / 0,5 / 
n-6 MK (% energije) 2,5 2,5 / 2,5 / 
DHK 200 200 / 200 / 
Vitamini           
A (mg ER)2 0,8 0,8/1,19 -/38 1,19 38 
D (μg)3 20 20 / 20 / 
E (mg ET)4 12 12 / 12 / 
K (μg) 60 60 / 60 / 
C (mg) 95 95 / 105 11 
B1 (mg) 1 1,0/1,29 -/20 1,29,10/1,311 20/30 
B2 (mg) 1,2 1,2/1,3 / 1,5 25 
B6 (mg) 1,2 1,2 / 1,9 58 
Niacin (mg NE)5 11–13 11–13 / 14–169 / 
Folna kislina (μ FE)6 400 600 50 600 50 
B12 (μg) 3,0 3,5 16,7 3,5 / 
Minerali           
Kalcij (mg) 1000 1000 /12008 –/20 1000/12008 –/20 
Fosfor (mg) 700 800/12508 14/79 800/12508 14/79 
Magnezij (mg) 300 310/3508 3/17 310/3508 3/17 
Železo (mg) 15 30 100 30 100 
Cink (mg) 7 7 / 10 43 
Jod (μg) 200 230 15 230 15 
Selen (μg) 30–70 30–70 / 30–70 / 
1Orientacijske povprečne vrednosti potreb žensk (19–51 let), z normalnim ITM, z zmerno telesno aktivnostjo   
2 ER = ekvivalent retinola = 1 mg ali 6 mg celokupnega trans-beta-karotena. 
3 Vnos vitamina D s hrano 1-2 μg/dan ne zadošča, zato dodatek 20 μg/dan ali endogena sinteza na soncu. 
4 1 mg ekvivalenta RRR-alfa-tokoferola (ET) = 1 mg RRR-alfa-tokoferola = 1,49 IE. 
5 1 mg niacinskega ekvivalenta (NE) = 60 mg triptofana. 
6 FE = folatni ekvivalent (Ženske, ki želijo zanositi, naj bi dodatno uživale 400 μg sintetične folne kisline v obliki 
prehranskih dopolnil za preventivo pred nepravilnostmi v razvoju nevralne cevi). 
7 Nosečnice potrebujejo v 2. trimesečju dodatek 1046 kJ (250 kcal)/dan, v 3. trimesečju pa dodatek 2092 kJ (500 
kcal)/dan (nITM pred nosečnostjo, priporočljiv prirast TM v nosečnosti 12 kg). 
8 Nosečnice < 25 let povišan vnos mineralov kalcija-1200 mg, fosfor-1250 mg in magnezij-350 mg. 
9 Nosečnice < 25 let povišan vnos vitaminov: A-1,1 mg, B1. 
10 Po 2. trimesečju. 
11 Po 3. trimesečju. 
Pred spočetjem in v času nosečnosti strokovnjaki ženskam odsvetujejo uživanje 
alkohola ter svetujejo zmernost pri uživanju kave in črnega čaja (Referenčne 
vrednosti …, 2004). Alkohol vpliva na privzem hranil (vitaminov, n-3 MK, folne 
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kisline, mineralov železa, cinka, bakra in selena), kar vpliva na splošni fiziološki in 
mentalni razvoj ploda. Prekomerno uživanje alkohola v nosečnosti pa povzroča številne 
resne zaplete v nosečnosti ter pusti posledice na otroku (fetalni alkoholni sindrom) 
(Sebastiani in sod., 2018). Rezultati študij glede vpliva kofeina na plod niso enotni. 
Dokazan je prehod kofeina preko placente na plod, zato je priporočljiva zmernost 
uživanja kofeina do 150 mg na dan (100 mg kofeina je v skodelici kave, 50 mg kofeina 
je v skodelici pravega čaja) (Ricciotti, 2008). 
2.1.2.2   Alternativni načini prehranjevanja v nosečnosti 
Vegetarijanski način prehranjevanja je lahko zdrav, če upoštevamo fiziološke potrebe 
človeka v različnih življenjskih obdobjih. Smernice Evropskega združenja za 
pediatrično gastroenterologijo, hepatologijo in prehrano (angl. ESPGHAN - The 
European Society for Pediatric Gastroenterology Hepatology and Nutrition) in 
slovenske prehranske smernice za otroke, nosečnice in doječe matere, odsvetujejo 
strogo vegetarijansko ali vegansko prehrano (Fidler - Mis in Orel, 2013). Manj zadržano 
je stališče Ameriškega prehranskega združenja, ki je izdalo mnenje, da je ustrezno 
načrtovan lakto-ovo vegetarijanski in veganski način prehranjevanja primeren tudi v 
nosečnosti in med dojenjem (ADA, 2016). Slednje odpira številne razprave, vendar 
velja, da pri lakto-vegetarijankah in lakto-ovo vegetarijankah, ki upoštevajo priporočila 
prehranjevanja, prehranska dopolnila običajno niso potrebna, se pa svetujejo pogostejši 
in beljakovinsko bogatejši obroki (Fowles, 2004). Teoretično so po mnenju stroke lakto 
in lakto-ovo vegetarijanci, ob dobro načrtovani prehrani, zadostno preskrbljeni z 
esencialnimi aminokislinami in vitaminom B12. Vendar raziskave kažejo pomanjkanje 
B12 pri 30 % do 86 % zdravih odraslih vegetarijancev (brez nosečnic), pri 46,9 % do 
68 % odraslih starejših od 55 let in pri 43 % do 88 % veganov (ADA, 2015). Pogosto pa 
se pri vegetarijankah pojavi prevelik vnos prehranskih vlaknin, maščob in sladkorjev 
(Hlastan - Ribič, 2009). Pri nosečnicah s strogo vegetarijansko – vegansko prehrano, ki 
se izogibajo vseh živil živalskega izvora (meso, ribe, jajca, mleko, med) pa je močno 
povečano tveganje za pomanjkanje železa, cinka, kalcija, joda, vitaminov B12, B2, A in 
D, ter n–3 dolgoverižnih večkrat nenasičenih maščobnih kislin, zlasti 
dokozaheksaenojske kisline (DHK) beljakovin in energije (Fidler - Mis in Orel, 2013). 
Pri vegetarijankah, ki ne uživajo rib in morskih sadežev, so ugotovili tudi nižje 
koncentracije DHK v popkovnični krvi (Ricciotti, 2008). Nosečnice, katerih življenjski 
slog vključuje vegetarijanstvo, morajo biti posebej pozorne na vnos železa, saj se 
potrebe med nosečnostjo povečajo za 100 odstotkov (preglednica 3). Priporoča se 
uživanje hrane, bogate z železom, v kombinaciji z živili z veliko askorbinske in 
citronske kisline, ki spodbujajo absorpcijo železa (Referenčne vrednosti …, 2004). Če 
so kljub povečanemu vnosu železa s prehrano vrednosti še vedno nizke, pa je potrebno 
uživanje prehranskih dopolnil z železom. V strogi veganski prehrani nosečnic je 
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največje tveganje odsotnost vitamina B12 v hrani rastlinskega izvora. V rastlinskih 
fermentiranih živilih največkrat najdemo vitamin B12 v sledovih, poleg tega ta vir B12 
nezanesljiv saj so prisotne tako bakterije, ki ga proizvajajo kot tiste, ki ga izkoriščajo. 
Alge (nori, spirulina, klorela) in gobe šiitake, ki so v nekaterih prehranskih dopolnilih 
na trgu, vsebujejo neaktivno obliko B12, ki ima nizko izkoristljivost za človeški 
organizem. Vegani morajo zato uživati prehranska dopolnila z aktivno obliko B12 
(cianokobalamin, hidroksikobalamin, metilkobalamin ali 5-deoksiadenozilkobalamin) 
(ADA, 2016). Vitamin B12 omogoča delitev celic in je kofaktor encima, ki katalizira 
pretvorbo metil-folata (vmesni produkt metabolizma folne kisline) do proste folne 
kisline. Pomanjkanje vitamina B12 lahko zato povzroči tudi sekundarno pomanjkanje 
folne kisline, čeprav jo nosečnica zaužije v zadostni količini in povzroči nepravilnosti v 
razvoju nevralne cevi (Paul in Selhub, 2017). 
2.1.2.3   Smernice in priporočila za prirast telesne mase v nosečnosti 
Na način prehranjevanja in življenjski slog posameznika pomembno vplivajo socialno-
ekonomski dejavniki. V preteklosti so socialno-ekonomsko šibkost (revščino) 
povezovali s podhranjenostjo, pomanjkanjem hrane, beljakovin in vitaminov. V 
razvitem svetu opažamo pozitivno povezavo med socialno šibkostjo in povišano telesno 
maso (ITM višji od 25), kar pripisujejo manjši zmožnosti izbire (nakupa) kakovostnih 
živil in s tem slabši oskrbi s hranili ter pomanjkanju znanja. Previsoka telesna masa je 
lahko tudi psihološki odziv na socialno neenakost, posledica stresa, ki vodi v značilne 
vzorce tolažilnega prehranjevanja (kombinacija nezdravih maščob in sladkorja) 
(Gabrijelčič – Blenkuš in sod., 2009). Glavni namen smernic in priporočil za prirast 
telesne mase v času nosečnosti je zagotoviti dovolj informacij in znanja, da bosta 
nosečnica in plod zdrava ter ustrezno prehranjena, potek poroda pa optimalen. Pri 
materah s prekomernim prirastom TM v času nosečnosti je povečano tveganje za razvoj 
gestacijskega diabetesa, preeklampsije in eklampsije, hipertenzije v času nosečnosti, 
zapletov med porodom, makrosomije (velik plod glede na gestacijsko starost), 
kongenitalnih (prirojenih) napak in večja verjetnosti poroda s carskim rezom (v 
nadaljevanju CR) (Ricciotti 2008; Fowles, 2004; Voldner in sod., 2009). Študije 
povezav med prirastom telesne mase matere v nosečnosti in porodno maso 
novorojenčka so pokazale tudi višje tveganje za debelost ter metabolne bolezni otroka v 
času odraščanja in v dobi odraslosti (Abrams in sod., 2000). Prekomeren prirast telesne 
mase v nosečnosti lahko na otroka vpliva tudi posredno, preko mikrobiološke sestave 
materinega mleka. Cabrera - Rubio in sod. (2012) so opazili, da se sestava mikrobiote 
mleka mater s prekomerno telesno maso in prekomernim prirastom telesne mase med 
nosečnostjo, razlikuje od sestave mater z normalno telesno maso in priporočenim 
prirastom TM med nosečnostjo. Tudi koncentracija proteina adiponektina (adipocitokin) 
v kolostrumu, ki deluje protivnetno in vpliva na metabolizem insulina ter homeostazo 
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energije v telesu, je odvisna od prehranskega statusa nosečnice in prirasta telesne mase 
med nosečnostjo. Raziskava, ki so jo opravili Luoto in sodelavci (2010a), je pokazala, 
da so imele matere z gestacijskim diabetesom in prekomernim prirastom telesne mase v 
nosečnosti v kolostrumu nižje koncentracije adiponektina. 
Prva priporočila za prirast TM med nosečnostjo so bila postavljena že v 50-tih letih 
dvajsetega stoletja, ko so na podlagi študije optimalnega razpleta nosečnosti postavili 
mejo, da naj bi zdrava nosečnica, v 40. tednih, pridobila 12,5 kg. K povečani masi naj bi 
(povprečno) prispevali: Otrok s 3,5 kg, dodatna masa maternice s 5 kg, povečane 
mlečne žleze, dodatni volumen krvi in s 4 kg maščobno tkivo. Priporočeni prirast TM 
naj bi zagotovil ustrezno prehranjenost matere in ploda ter pripravil materino telo na 
obdobje laktacije. Priporočila o prirastu telesne mase med nosečnostjo so se spreminjala 
na podlagi študij zapletov pri porodu in telesne mase novorojenčka (IOM, 2009). Danes 
se upoštevajo smernice, ki jih je uvedel Ameriški inštitut za medicino leta 1990 (angl. 
Institute of Medicine, IOM), zadnje posodobitve priporočil pa so uvedene leta 2009 
(IOM, 2009) in so podane v preglednici 4. V aktualne smernice so vključili priporočila 
za pridobitev normalne telesne mase pred zanositvijo, poenotili so kategorije ITM z 
WHO (1995) in znižali priporočila za prirast telesne mase pri nosečnicah s 
prekomernim ITM pred nosečnostjo.  
Preglednica 4: Smernice za povišanje telesne mase med nosečnostjo, glede na ITM pred nosečnostjo in 
trajanje nosečnosti (IOM, 2009).  
Table 4: Guidelines for gestational weight gain based on prepregnancy weight and duration of pregnancy 








TELESNE MASE V 
NOSEČNOSTI (kg) 
TEDENSKI PRIRAST 
TM v 2. in 3. trimestru 
(kg/teden)* 
Prenizek pod 18,5 12,5—18,0 0,51 (0,44—0,58) 
Normalen 18,5—24,9 11,5—16,0 0,42 (0,35—0,50) 
Povišan 25,0—29,9 7,0—11,5 0,28 (0,23—0,33) 
Debelost nad 30 5,0—9,0 0,22 (0,17—0,27) 
*Priporočen prirast telesne mase v prvem trimestru (do 13 tedna) je 0,5-2kg.   
Priporočila za prirast TM med nosečnostjo so postavljena na podlagi materinega ITM 
pred zanositvijo in so podana v preglednici 4. Matere z normalno telesno maso (ITM 
18,5-24,9) naj bi pridobile v nosečnosti 11,5-16 kg. Matere s prenizko telesno maso naj 
bi pridobile več, matere s prekomerno telesno maso pa manj. Po podatkih pilotne študije 
na 50 slovenskih nosečnicah o prehranjevalnih navadah in stanju prehranjenosti v 
povezavi s pridobljeno telesno maso (Prosen in Poklar - Vatovec, 2011b), poskušajo 
slovenske nosečnice uživati raznoliko prehrano in se držati pravil zdrave prehrane, 
vendar je njihovo znanje o zdravi in uravnoteženi prehrani pomanjkljivo. Luoto in sod. 
(2010a) poudarjajo pomen prehranskega svetovanja za nosečnice, saj znanje prispeva k 
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primernejši prehrani ter s tem primernemu povišanju telesne mase v nosečnosti, kot tudi 
manjši pojavnosti nosečniškega diabetesa. Pilotna študija, ki sta jo opravila Prosen in 
Poklar - Vatovec (2011b) o prehranjevalnih navadah in stanju prehranjenosti, v 
povezavi s pridobljeno telesno maso ob koncu nosečnosti je pokazala, da so slovenske 
matere v študiji v nosečnosti pridobile v povprečju 10 kg, kar je nekoliko nižje od 
priporočil IOM, Opazili pa so, da so matere s prekomerno telesno maso pred zanositvijo 
v povprečju pridobile, višjo telesno maso kot tiste z normalno telesno maso (Prosen in 
Poklar - Vatovec, 2011b). 
2.1.3 Prehranska priporočila za doječe matere 
Zdrava prehrana in zdrav življenjski slog v času dojenja, sta dolgoročna naložba v 
zdravje matere in otroka. Za sintezo mleka je pomembna pravilna tehnika dojenja, 
pogosto pristavljanje, dovolj počitka, psihična umirjenost in zadostno pitje tekočine. 
Ženske naj bi dnevno vnesle vsaj 2 l tekočine, doječe matere pa še 700 ml več (EFSA, 
2010). Vir hranil za sintezo mleka je materina prehrana, v določeni meri pa se hranila 
črpajo iz zalog, tak primer so maščobne-kisline (Fidler in Koletzko, 2000). Doječe 
matere vegetarijanke, predvsem pa veganke, morajo zadostiti povečani potrebi po 
beljakovinah, železu, cinku, jodu, kalciju, vitaminu D in B12 ter esencialnih in semi 
esencialnih maščobnih kislinah (DHK in EPK), ki sta odsotni v rastlinski prehrani 
(ADA, 2016). Splošno priporočilo za vnos DHK v času dojenja je povprečno vsaj 200 
mg DHK/dan, kar mati lahko vnese z uživanjem z morske hrane, predvsem rib, 
sladkovodnih rib in ribjega olja (Koletzko in sod., 2007; Referenčne vrednosti …, 
2016). Pri vegankah, deloma tudi vegetarijankah, obstaja visoko tveganje pomanjkanja 
DHK in EPK v mleku mater in s tem skromni oskrbi dojenih otrok s tema maščobnima 
kislinama, medtem ko je oskrba s skupnimi in ostalimi esencialnimi MK (22:5n–6, 
18:2n–6, 18:2n–3), celo višja pri tistih s pretežno rastlinsko prehrano (Kornsteiner-
Krenn in sod., 2008). V času dojenja se zaradi pomanjkanja hranil odsvetuje stroga 
vegetarijanska (veganska) prehrana (Fidler in Koletzko, 2000), veganke pa naj bi 
manjkajočim hranilom zadostile preko prehranskih dopolnil ali živil, obogatenih z 
minerali, esencialnimi MK, vitamini D in B12 (ADA, 2016; Conquer in Holub, 1996). 
Navedene orientacijske referenčne vrednosti v preglednici 5 veljajo za ženske v času 
rodnosti (starost 25 let), srednje fizično aktivne (PAL 1,6) in z normalnim ITM. V času 
dojenja se potrebe po vitaminih in mineralih povečajo bistveno bolj kot potrebe po 
energiji (Preglednica 5). Zato je ključnega pomena, da doječe matere uživajo 
kakovostna in s hranili bogata živila (zelenjava, sadje, polnozrnati izdelki, mleko ter 
mlečni izdelki, stročnice, pusto meso in ribe). Ritem prehranjevanja s petimi obroki na 
dan zagotavlja enakomerno oskrbo s hranili in prepreči pretirane občutke lakote in 
sitosti (Fidler - Mis, 2010). Povišanje energijskih potreb se razlikuje glede na količino 
in sestavo materinega mleka, prehransko stanje doječe matere, starosti ter njeno fizično 
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aktivnost (PAL) (Preglednica 1). Količina zrelega mleka v prvih šestih mesecih dojenja 
znaša v povprečju 750–800 ml na dan (100 ml mleka vsebuje 60-75 kcal). Za sintezo 
mleka doječa mati potrebuje v prvih štirih mesecih dodatnih 635 kcal na dan, nato pa 
525 kcal za polno dojenje in 285 kcal za delno dojenje. Priporočilo temelji na 
predpostavki, da izvira del energije iz maščobnih zalog doječe matere, ki so se 
nakopičile v času nosečnosti (Fidler - Mis, 2010; Referenčne vrednosti …, 2004). Med 
dojenjem strokovnjaki odsvetujejo uživanje alkohola ter kajenje, saj alkohol in nikotin 
prehajata v materino mleko (Fidler - Mis, 2010). 
Preglednica 5: Primerjava osnovnih energijskih in hranilnih potreb doječih mater, s potrebami zdravih, 
fizično aktivnih žensk (starost 25 let, normalen ITM, PAL 1,6) (Referenčne vrednosti ..., 2016) 
Table 5: Comparison of basic energy and nutritional requirements of lactating mothers with the 
requirements of healthy physically active women (aged 25, normal BMI, PAL 1,6) (Referenčne vrednosti 
..., 2016)  











Energijske potrebe (kcal/dan) 2100 kcal 2600 kcal2 23,8 
Beljakovine (g/dan) 48 63 31 
n-3 MK (ED %)7 0,5 0,5 / 
n-6 MK (ED %)7 2,5 2,5 / 
DHK (dokoheksaenojska kislina) 200 200 / 
Vitamini 







D-kalciferol (μg)4 20 20 / 
E-tokoferol (mg ET)5 12 17 42 
K- (μg) 60 60 / 
C-askorbinska kislina (mg) 110 125 13,6  
B1-tiamin (mg) 1,0 1,3 30 
B2-riboflavin (mg) 1,0 1,4 40 
B3-niacin (mg) 13 16 23 
B6-piridoksin (mg) 1,2 1,9 60 
B9-folna kislina (μg)6 300 450 50 









Fosfor (mg) 700 900 29 
Magnezij (mg) 300 390 30 
Železo (mg) 15 20 34 
Cink (mg) 7,0 11,0 57 
Jod (μg) 200 260 30 
Selen (μg) 60 75 25 
1Orientacijske povprečne vrednosti potreb žensk (19–51 let), z normalnim ITM in zmerni telesni aktivnosti.  
2 2100 kcal/dan + dodatek za izključno dojenje v prvih 6 mesecih 500 kcal/dan, z uvajanjem obrokov trdne prehrane 
se potrebe po energiji znižajo  
3 ER = ekvivalent retinola = 1 mg ali 6 mg celokupnega trans-beta-karotena 
4 2: 1 μg = 40 IE, 1 IE = 0,025 μg 
5 1 mg ekvivalenta RRR-alfa-tokoferola (ET) = 1 mg RRR-alfa-tokoferola = 1,49 IE 
6 Izračunano po vsoti folatno učinkovitih spojin v prehrani (FE = folatni ekvivalent)  
7ED- izražena v % dnevnega vnosa energije 
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2.1.3.1   Prehranska priporočila za prehrano otrok do 4. meseca 
Polno dojeni otroci v prvih štirih mesecih potrebe po energiji in hranilih pokrivajo z 
materinim mlekom. Referenčne vrednosti za vnos energije in hranilnih snovi v prvih 
štirih mesecih življenja, navedene v preglednici 6, veljajo za polno dojene otroke in so 
ocenjene vrednosti, saj je sestava materinega mleka variabilna in odvisna od številnih 
dejavnikov. 
Preglednica 6: Energijska vrednost in sestava materinega mleka in začetne mlečne formule (Referenčne 
vrednosti …, 2004) 



















Beljakovine (g/dan) 1,13 1,3-2,1 
Maščobe (g) 4,03 3,1-4,6 
Linolna kislina (g) 0,41 0,21-0,84 
Ogljikovi hidrati (g) 7 5-10 
Vitamini 





Karotenoidi (µg) 3 / 
D-kalciferol (μg) 0,07 0,7-1,75 
E-tokoferol5 (ET2) (mg) 0,28 ≥ 0,5  
Vitamin K (μg) 0,48 ≥ 2,80 
Vitamin C (mg) 6,5 ≥ 5,6 
B1-tiamin (μg) 15 28 
B2-riboflavin (μg) 38 42 
B3-niacin (mg) 0,17 ≥ 0,56 
B5-pantotenska k. (mg) 0,21 ≥ 0,21 
B6-piridoksin (μg) 14 ≥ 25 
2B9-folna kislina (μg) 8,0 ≥ 2,8 
B12-kobalamin (μg) 50 ≥ 70 







Kalij (mg) 47 42-102 
Fosfor (mg) 15 ≥ 18-63 
Magnezij (mg) 3,2 3,5-10,5 
Železo (μg) 58 350-1050 
Cink (µg) 134 350-1050 
Jod (μg) 5,1 ≥ 3,5 
Fluorid (μg) 17 / 
Selen (μg) 3,3 ≤ 2,1 
1ER = ekvivalent retinola = 1 mg ali 6 mg celokupnega trans-beta-karotena,. 1 μg = 40 IE, 1 IE = 0,025 μg 
21 mg ekvivalenta RRR-alfa-tokoferola (ET) = 1 mg RRR-alfa-tokoferola = 1,49 IE 
3FE = folatni ekvivalent 
4Zrelo materino mleko (≥ 10 dni po porodu).  
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Povprečna količina materinega mleka po dveh mesecih znaša približno 750 ml na dan. 
V prehrani dojenih otrok 45 % vseh energijskih potreb pokrivajo ogljikovi hidrati, 48 % 
maščobe in 7 % beljakovine. Pretežni del ogljikovih hidratov v materinem mleku 
predstavlja laktoza, pomembna sestavina pa so tudi oligosaharidi humanega mleka 
(HMO; angl. Human Milk Oligosaccharides) (Referenčne vrednosti…, 2004; Ballard in 
Morrow, 2013). Materino mleko poleg hranilnih snovi vsebuje mikrobioto ter imunske 
in bifidogene dejavnike, ki spodbujajo rast in zorenje črevesne mikrobiote dojenčka, ter 
vplivajo na razvoj črevesnega imunskega sistema (angl. Gut-associated lymphoid tissue, 
GALT) (poglavje 2.2.1). Otrok ima za nekatere hranilne snovi zaloge v jetrih (železo, 
selen in baker), vitamin D, vitamin K in fluorid pa je potrebno dodajati. Materino mleko 
ne vsebuje dovolj vitamina D, zaradi nezrelega zaščitnega mehanizma kože pa 
novorojenčkov ni priporočljivo izpostavljati neposredno sončnim žarkom, zato stroka 
priporoča dodajanje  20 µg vitamina D v obliki farmacevtskih pripravkov (Referenčne 
vrednosti…, 2016). 
2.2 MIKROBIOTA MATERINEGA MLEKA 
2.2.1 Razvoj in sestava mikrobiote materinega mleka 
Kolostrum in zrelo mleko sta kompleksni tekočini, ki se prilagajata in zadovoljita vse 
otrokove potrebe po hranilih, vplivata na razvoj otrokovega imunskega sistema, 
znižujeta pojavnost in resnost številnih bolezni ter motenj povezanih z disbiozami 
črevesne mikrobiote. Kolostrum in mleko sta stalen vir bakterij in bioaktivnih 
komponent, kot so imunske celice, protitelesa, oligosaharidi humanega mleka in snovi, 
ki delujejo protimikrobno proti patogenom in podpirajo rast komenzalnih bakterij, kot 
so naprimer laktoferin, lizocim, regulatorni citokini in oligosaharidi humanega mleka 
(Murphy in sod., 2017). V kolostrumu in mleku so odkrili več kot 200 različnih vrst 
bakterij ter vsebuje tako predstavnike kožne mikrobiote, okolja, kot tudi anaerobne 
mikroorganizme, značilne za črevesno mikrobioto (Fernández in sod., 2013). Najbolj 
zastopani bakterijski rodovi so prikazani v preglednici 7. Mnogi raziskovalci so 
poskušali s pomočjo naprednih tehnik določanja nukleotidnega zaporedja definirati 
osnovne rodove prisotne v materinem mleku (Hunt in sod., 2011; Jiménez in sod., 2015; 
Cabrera - Rubio in sod., 2012; Ward in sod., 2013; Murphy in sod., 2017). Izmed 7–15 
prevladujočih rodov, zastopanih v vseh v vzorcih mleka sta bila skupna rodova samo 
Staphylococcus in Streptococcus. Da sta ta dva rodova najbolj tipična predstavnika 
mikrobiote mleka, je ugotovil tudi Fitzstevens in sod. (2017) v preglednem članku, v 
katerem je primerjal 12 študij, v katerih so uporabili od kultivacije neodvisne metode. 
Zanimivo je, da v nekaterih študijah niso uspeli detektirati rodu Bifidobacterium v 
materinem mleku (Cabrera - Rubio in sod., 2016; Ward in sod., 2013), medtem ko so 
druge potrdile prisotnost, vendar je bila koncentracija veliko nižja od ocenjenih 
vrednosti v starejših raziskavah (Hunt in sod., 2011; Jost in sod., 2014a; Murphy in 
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sod., 2017). Razlike v zastopanosti drugih skupin bakterij pa avtorji pripisujejo tudi 
različnim postopkom pridobivanja vzorcev, metodam, protokolom izolacije, uporabe 
različnih ZO ter ne nazadnje tudi geografskim, genetskim, kulturnim in prehranskim 
razlikam. Sodobne metode določanja nukleotidnega zaporedja in uvrščanja v operativne 
taksonomske enote (OTU) so razkrile veliko pestrost mikrobiote humanega mleka. 
Mikrobioto sestavljajo poleg stafilokokov in streptokokov še ostale mlečnokislinske 
bakterije (rodov Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Weisella in Leuconostoc, 
Propionibacterium), ter druge Bifidobaterium, Bacteroides, Faecalibacterium, 
Ruminococcus, Propionibacterium, enterobakterije (Serratia, Escherichia) 
(preglednica 7).  
Preglednica 7: Sestava mikrobiote kolostruma in materinega mleka (prirejeno po Ojo - Okunola in sod., 
2018) 
Table 7: Microbiota composition of colostrum and breast milk microbiota (adapted from Ojo - Okunola 
et al., 2018) 
DEBLO ROD  
Firmicutes Staphylococcus, Streptococcus, Veillonella, Gemella, Enterococcus, 
Clostridium, Bifidobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Weisella, 
Leuconostoc, Faecalibacterium, Ruminococcus 
  
Actinobacteria Propionibacterium, Actinomyces, Corynebacterium 
Proteobacteria Pseudomonas, Sphingomonas, Serratia, Escherichia, Enterobacter, 
Ralstonia, Bradyrhizobiaceae, Acinetobacter, Stenotrophomonas 
Bacteroidetes Bacteroides, Prevotella, Flavobacterium 
 
Iz dosedanjih raziskav vemo, da sestava mikrobiote materinega mleka ni stalna, ampak 
je podvržena številnim dejavnikom matere in okolja (Ojo - Okunola in sod, 2018).  
Dejavniki matere:  
— Prehrana  
— Debelost 
— Imunološki status  in zdravje 
 
Postnatalni dejavniki: 
— Način poroda 
— Terapija z antibiotiki in druga zdravila 
— Obdobje laktacije (kolostrum ali zrelo mleko) 
Številni raziskovalci so poskušali razložiti izvor bakterij v kolostrumu in mleku in 
obstajata dve veljavni teoriji, ki se ne izključujeta. Osnovni vir mikrobiote mleka naj bi 
bila koža in novorojenčkova ustna votlina, ki se z vaginalno in črevesno mikrobioto 
okuži med porodom. Med dojenjem in negovanjem naj bi bakterije prehajale v mleko 
preko retrogradnega refluksa iz ust otroka (kožna in oralna mikrobiota) preko mlečnih 
vodov do materine mlečne žleze (Ramsay in sod., 2004). Drugi možni vir komenzalnih 
bakterij v materinem mleku pa je prenos po črevesno – mlečni poti, preko z mukozo 
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povezanega limfatičnega sistema, s pomočjo dendritičnih celic in limfocitov (Perez in 
sod., 2007; Rescigno in sod., 2001) (poglavje 2.3.3.1). Mikrobna sestava materinega 
mleka je dinamična in se spreminja od velike pestrosti kolostruma, ki vključuje številne 
kožne in črevesne bakterije, do večjega vpliva oralne mikrobiote otrok in kožne 
mikrobiote matere v zrelem mleku (Cabrera - Rubio in sod., 2012). Kolostrum mati 
izloča prvih 5 dni po porodu in se razlikuje od zrelega mleka tako po sestavi hranil kot 
tudi po mikrobiološki sestavi (Khodayar-Pardo in sod., 2014). V kolostrumu so najbolj 
zastopani rodovi Weisella in Leuconostoc, Staphylococcus, Streptococcus in 
Lactococcus (Cabrera - Rubio in sod., 2012). Pojem zrelo mleko različni avtorji 
pojasnjujejo različno. V slovenskih prehranskih smernicah (Referenčne vrednosti…, 
2004) navajajo, da je zrelo mleko že po 10 dnevu po porodu, medtem ko Khodayar-
Pardo in sod. (2014) menijo, da je zrelo mleko po 16-tih dneh, drugi avtorji pa šele po 
enem mesecu. V zrelem mleku še vedno prevladujejo mlečno kislinske bakterije in 
stafilokoki, poviša pa se koncentracija izbranih rodov, ki so tipični naseljevalci ustne 
votline: Veillonella, Leptotrichia, Prevotella Granulicatella pa tudi rodov Rothia in 
Methylbacterium. Zanimiva pa je selektivnost izbranih rodov. Na primer vrste iz rodu 
Actinomyces, ki jih redno najdemo v oralni mikrobioti novorojenčkov, so le redko 
prisotne v materinem mleku (Cabrera - Rubio in sod., 2012).  
2.2.2 Vpliv okolja na sestavo mikrobiote mleka 
V različnih raziskavah so strokovnjaki ugotavljali, kako in v kolikšni meri vpliva način 
poroda ne samo na črevesno mikrobioto novorojenčka, temveč tudi na mikrobioto 
materinega mleka (Cabrera - Rubio in sod. 2012; Cabrera - Rubio in sod. 2016; 
Khodayar-Pardo in sod., 2014; Toscano in sod., 2017). V študiji so Cabrera - Rubio in 
sod. (2012) ugotovili, da kolostrum in mleko mater z urgentnim CR, sicer vsebuje več 
bakterij iz okolja, vendar so prisotni tudi striktno anaerobni mikroorganizmi, ki 
potrjujejo hipotezo o prenosu materinih črevesnih bakterij po endogeni poti do mlečnih 
žleze. Primerjava sestave mikrobiote mleka in mikrobiote kože, vagine, blata, 
črevesnega epitelija in oralne votline matere pa ni pokazala močnih povezav (Cabrera - 
Rubio in sod., 2012). Močno pa se razlikuje sestava mikrobiote mleka mater z 
elektivnim CR, za katero je značilna manjša pestrost in povišane koncentracije 
predstavnikov družine Carnobacteriaceae ter nižje koncentracije predstavnikov družine 
Leuconostocaceae v kolostrumu. To nakazuje, da je najverjetneje za prenos bakterij do 
mlečne žleze zelo pomemben fiziološki stres in hormonski signali, ki jih sproži porodni 
proces (Cabrera – Rubio in sod., 2012). Khodayar - Pardo in sodelavci (2014) so 
nasprotno pri materah s CR zaznali višje skupno število bakterij v kolostrumu in 
prehodnem mleku (6–15 dni), streptokokov in bifidobakterij v prehodnem mleku, ne pa 
v zrelem mleku (po 16 dneh) (Khodayar - Pardo in sod., 2014). Toscano in sod. (2017) 
pa so v kolostrumu žensk, ki so rodile s CR, detektirali višje število vrst rodov 
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Pseudomonas, Staphylococcus in Prevotella. Porod pa ni edini in prevladujoči dejavnik 
v kolonizaciji mlečne žleze. Nove raziskave kažejo tudi močan vpliv kulture in 
geografskega porekla matere, prehrane ter življenjskega sloga matere na mikrobiološko 
sestavo njenega mleka. Kumar in sod. (2016) so na primer vzorce humanega mleka 
razdelili glede na geografsko poreklo in zastopanost glavnih bakterijskih skupin v 
mikrobioti mleka. Ugotovili so, da vsebujejo vzorci humanega mleka iz Španije višje 
koncentracije bakterij iz debla Bacteroidetes, prevladovala pa sta rodova 
Propionibacterium in Pseudomonas, vzorci iz severne Afrike so imeli višje vrednosti 
vrst debla Proteobacteria (predvsem iz družine Enterobacteriaceae) in vzorci iz Finske 
višje vrednosti vrst debla Firmicutes in nižje iz debla Proteobacteria, vzorci kitajskih 
mater pa višje koncentracije vrst debla Actinobacteria in prevladujoč rod Streptococcus 
(Kumar in sod., 2016). 
2.2.3 Vpliv prehrane doječe matere na sestavo mikrobiote mleka 
Kako prehrana matere vpliva na mikrobiološko sestavo mleka je še dokaj neraziskano in 
kompleksno vprašanje. Raziskave o obstoju črevesno-mlečne endogene poti, so odprle 
nova vprašanja o vplivu materine prehrane na sestavo mikrobiote mleka. Bakterije so 
namreč našli že v izločkih mlečne žleze pred porodom in v kolostrumu, po čemer lahko 
sklepamo, da se mikrobiom mlečne žleze oblikuje že v času nosečnosti (Martín in sod., 
2004). Po porodu pa lahko mati s svojo prehrano vpliva na črevesno mikrobioto in 
domnevamo lahko, da posredno vpliva tudi na sestavo mikrobiote mleka. Prehranski 
vnos ogljikovih hidratov ne vpliva na delež laktoze in ostalih ogljikovih hidratov v 
mleku. Prav tako vnos beljakovin s prehrano ne vpliva na koncentracijo skupnih 
beljakovin v materinem mleku (Bravi in sod., 2016). Delež fitosterolov in vsebnost 
dolgoverižnih večkrat nenasičenih MK ter enkrat nenasičenih MK v prehrani prav tako 
nima vpliva na delež skupnih maščob v mleku. Obratno pa vnos semi esencialnih MK 
(DHK in EPK) poviša koncentracijo teh MK v mleku (Bravi in sod., 2016; Innis, 2014). 
Maščobne kisline n-3 delujejo protimikrobno proti številnim patogenim 
mikroorganizmom (Shin in sod., 2007) ter pozitivno vplivajo na pestrost in rast 
komenzalnih bakterij v mleku in v črevesju (Menni in sod., 2017). Mati z vnosom s 
prehrano vpliva na koncentracijo vitamina A in D, v vodi topnih vitaminov B6, B12 in 
folata (ki jih proizvajajo in porabljajo tudi komenzalne bakterije) ter mineralov joda in 
selena (Innis, 2014).  
2.2.3.1   Vpliv načina prehrane na sestavo mikrobiote materinega mleka 
Način prehrane (rastlinska in živalska, izključno rastlinska, pretežno živalska) in 
prehranske navade so pomemben dejavnik, ki vpliva na bakterijsko sestavo in pestrost 
črevesne mikrobiote pri odraslih (Bäckhed in sod., 2005). Vemo, da zahodna prehrana z 
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veliko maščob, enostavnih OH v prehrani vpliva na ravnotežje med dvema glavnima 
skupinama bakterij, ki spadajo v debli Bacteroidetes in Firmicutes, ter se spremeni s 
prehodom na uravnoteženo prehrano (poglavje 2.3.5). Sklepamo lahko, da prehrana 
vpliva na materino črevesno mikrobioto, materine črevesne bakterije pa prehajajo med 
nosečnostjo in porodom v mlečno žlezo preko endogene črevesno-mlečne poti. Druga 
možnost pa je neposreden vpliv na mikrobioto mleka, preko vpliva prehrane na 
posamezna hranila v mleku. V literaturi najdemo redke študije, ki povezujejo prehrano 
matere in mikrobioto materinega mleka. Našli smo povzetek prispevka na konferenci o 
povezavi med prehrano, bogato z maščobami/ogljikovimi hidrati in glukozo/galaktozo 
(60 % prehranskega vnosa) in spremembo v koncentraciji oligosaharidov v mleku ter 
vplivom na sestavo mikrobiote mleka. Pri materah s prehodom iz visoko hidratne 
prehrane na visoko maščobno prehrano so opazili padec koncentracije oligosaharidov v 
mleku. Koncentracijo oligosaharidov so povezali z mikrobiomom mleka in ugotovili, da 
so imele matere na prehrani, bogati z maščobami, v mleku tipične črevesne bakterije iz 
družine Erysipelotrichacea in rodu Roseburia, ki so bile odsotne v mleku mater s 
prehrano, bogato z enostavnimi OH (Meyer in sod., 2017). Vsebnost in vrsta 
oligosaharidov v materinem mleku vpliva na rast bakterij iz debla Actinobacteria, 
predvsem rodu Bifidobacterium. Zanimivo je, da sialirani oligosaharidi spodbujajo rast 
vrste B. breve v mleku, medtem ko nimajo vpliva na rast vrste B. longum. Fukosilirani 
oligosaharidi pa vplivajo na rast vrste Staphylococcus aureus in vrste iz razreda 
Verrucomicrobiae (Akkermansia muciniphila) (Aakko in sod., 2017).  
Vnos esencialnih in semi esencialnih MK(DHK in EPK) je pomemben tako za zdravje 
mater kot za zdrav razvoj otroka in od koncentracije teh MK materini v prehrani je 
odvisna tudi koncentracija v materinem mleku. V študiji, ki so jo izvedli Kumar in sod., 
2016 so ugotovili, da ima geografsko poreklo velik vpliv na vsebnost DHK v materinem 
mleku, koncentracija DHK v mleku pa ima vpliv na sestavo mikrobiote materinega 
mleka. Višje vrednosti MUFA v mleku namreč vplivajo na nižjo zastopanost debla 
Proteobacteria, ter bakterij rodov Staphylococcus, Pseudomonas, Lactobacillus in 
Bifidobacterium. Opazili so tudi negativni odnos med n–3 nenasičenimi MK in številom 
bakterij vrst rodu Lactobacillus v mikrobioti mleka (Kumar in sod., 2016). Nasprotno 
pa so Carrothers in sod. (2015) ugotovili pozitivno povezavo med n–3 MK in številom 
bakterij debla Firmicutes v črevesni mikrobioti. 
Pri pridobivanju prekomerne telesne mase posameznika ima glavno vlogo prehrana in 
njegov življenjski stil. Prehrana z veliko maščob in enostavnih sladkorjev vpliva na 
razvoj debelosti in poruši razmerje med bakterijami debel Bacteroidetes in Firmicutes, v 
korist debla Firmicutes, ki bolje izkoriščajo energijo iz hrane (Ley in sod., 2006; 
Turnbaugh in sod., 2009). Študije potrjujejo (Cabrera–Rubio in sod., 2012; Collado in 
sod., 2012), da debelost matere in prirast TM med nosečnostjo vplivata tudi na sestavo 
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mikrobiote mlečne žleze. Mleko mater s prekomerno telesno maso (ITM > 30) ima 
manjšo pestrost vrst v mikrobioti, višje število vrst rodov Lactobacillus in 
Staphylococcus, ter nižje število bakterij rodu Bifidobacterium, kot mleko mater z 
normalno telesno maso (ITM < 25). Podobne rezultate so dobili tudi pri materah, ki so 
med nosečnostjo presegle priporočeno mejo pridobljenih kilogramov (Cabrera - Rubio 
in sod., 2012; Collado in sod., 2012). V nedavno objavljeni študiji so Li in sod. (2017) v 
mikrobioti mleka ugotovili višje vrednosti bakterij Alphaproteobacteria in 
Betaproteobacteria, medtem ko kanadski raziskovalci niso ugotovili razlik v mikrobioti 
mleka glede na ITM matere (Urbaniak in sod., 2016). 
2.2.3.2   Probiotiki  
V literaturi je za probiotike najbolj pogosto uporabljana definicija iz leta 2001, ki pravi, 
da so probiotiki živi mikroorganizmi, ki imajo aplicirani v zadostni količini, pozitivne 
učinke na zdravje gostitelja (FAO/WHO, 2001). Najbolj pogosti predstavniki 
probiotičnih bakterij so sevi mlečnokislinskih bakterij iz rodov Lactobacillus, 
Streptococcus, Enterococcus ter sevi vrst Bifidobacterium, ki so običajni predstavniki 
mikrobiote prebavnega trakta. Probiotični sevi z namenom uporabe v prehranskem 
dopolnilu ali zdravilu, morajo izpolnjevati določene selekcijske kriterije. Poleg tega, da 
morajo biti natančno taksonomsko opisani in identificirani do nivoja seva, morajo biti 
živi na mestu delovanja, učinkoviti in varni (Bogovič - Matijašić, 2014). Učinkovitost 
probiotika mora biti dokazana v randomiziranih, dvojno slepih, s placebom 
kontroliranih kliničnih študijah, učinki pa izmerjeni na osnovi zanesljivih bioloških 
kazalnikov (Rogelj, 2014). 
2.2.3.3    Probiotične bakterije v prehrani matere med nosečnostjo in dojenjem in vpliv 
na mikrobioto mleka 
Materino mleko in mikrobiota mleka s svojimi protimikrobnimi mehanizmi ščitita 
mlečno žlezo pred okužbami in spodbujata rast koristnih bakterij v otrokovih 
prebavnem traktu in vplivata na razvoj s črevesjem povezanega imunskega sistema 
(Gut-associated lymphoid tissue, GALT) (Heikilla in Saris, 2003). Teorija prenosa 
komenzalnih bakterij po črevesno-mlečni poti je odprla nove raziskave o smiselnosti 
preventivnega uživanja probiotičnih sevov med nosečnostjo in dojenjem. Namen 
preventivnega jemanja probiotikov je izboljšanje sestave materine črevesne in vaginalne 
mikrobiote, mikrobiote mleka in posredno mikrobiote otroka. V študiji Korpela in sod. 
(2018) so ugotovili, da lahko dodatek probiotikov v kombinaciji z dojenjem, pri otrocih 
rojenih s CR in/ali po terapiji z antibiotiki učinkovito nadomesti stik z materino 
mikrobioto med vaginalnim porodom. Pri določanju koristnih učinkov na zdravje 
matere in/ali otroka, ki so povzeti v preglednici 9, je ključen prenos živih probiotičnih 
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sevov iz GIT matere do mlečne žleze in otroka (Arroyo in sod., 2010; Hurtado in sod. 
2017; Nasiraii in sod., 2011; Bogovič-Matijašič in sod., 2009; Mastromarino in sod., 
2015).  
V mleku mater, ki so redno uživale probiotične pripravke s sevi L. reuteri ATTC 55730, 
L. rhamnosus LC705 in L. gasseri K7, so pripadajoče seve ali vrsto našli v 12–53 % 
vzorcev materinega mleka (Abrahamsson in sod., 2009; Arroyo in sod., 2010; Bogovič-
Matijašić in sod., 2009). V študiji, ki so jo izvedli Mastromarino in sod. (2015) so 
ugotovili zgolj višji delež laktobacilov in bifidobakterij v kolostrumu ter zrelem mleku 
mater, ki so med nosečnostjo in dojenjem uživale pripravek VSL#3, ki vsebuje 
mešanico sevov L. acidophilus DSM 24735, L. plantarum DSM 24730, L. paracasei 
DSM 24733, L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 24734, B. longum DSM 24736, B. 
breve DSM 24732, B. infantis DSM 24737 in Streptococcus thermophilus DSM 24731. 
V norveški randomizirani dvojno slepi študiji s placebom (n = 252 mater) so ugotovili v 
mleku mater, ki so od 36 tedna nosečnosti do 3 mesecev po porodu uživale fermentirani 
mlečni izdelek Biola (L.rhamnosus LGG – 5 × 1010 KE/ml in seva L. acidophilus La5, 
B. animalis ssp. lactis Bb12 – 5 × 109 KE/ml), prisotnost sevov le v 3,5% vzorcev 
(Simpson in sod., 2018).  
Mehanizmi protimikrobnega delovanja probiotičnih bakterij zajemajo krepitev epitelne 
pregrade in imunskega sistema, spodbujanje rasti komenzalnih bakterij, zaviranje 
virulentnih dejavnikov, izločanje protimikrobnih snovi in tekmovanje za hranila ter 
receptorska mesta (Azad in sod., 2018). Protimikrobno delovanje probiotičnih bakterij 
se je izkazalo kot učinkovito orodje pri preventivi in zdravljenju disbioz mlečne žleze – 
mastitisa (Arroyo in sod., 2010; Hurtado in sod., 2017). V dveh večjih randomiziranih 
dvojno slepih študijah s placebom, izvedenih na materah z okužbo mlečne žleze 
(mastitis) (Arroyo in sod., 2010) in na zdravih materah kot preventiva (Hurtado in sod., 
2017), so potrdili učinkovitost protimikrobnega delovanja dveh sevov L. fermentum 
CECT5716 ter L. salivarius CECT5713, izoliranih iz humanega mleka. Probiotična 
terapija je tudi spremenila bakterijsko sestavo mlečne žleze (višja koncentracija 
laktobacilov in nižja stafilokokov ter višji delež vrste L. fermentum), preventivno 
uživanje probiotikov pa je zmanjšalo pojavnost mastitisa v probiotični skupini (Arroyo 
in sod., 2010; Hurtado in sod., 2017). 
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Preglednica 8: Pomembne študije vpliva uživanja probiotičnih mikroorganizmov med nosečnostjo in 
dojenjem na zdravje matere in otroka (prirejeno po Gomez Arango in sod., 2015)  
Table 8: Literature review summary of major studies of probiotics in pregnancy and infancy outcomes 
(Gomez-Arango et. al., 2015) 
MATI PROBIOTIČNI MIKROORGANIZEM   




L. rhamnosus GG, Bifidobacterium lactis Bb12  Zmanjšana pojavnost GD. Luoto in 
sod., 2010a 
Prirast telesne mase 
med nosečnostjo 
L. rhamnosus GG, Bifidobacterium lactis Bb12 Zmanjšan obseg pasu Ilmonen in 
sod., 2011 
Preeklampsija Biola (L. rhamnosus GG, L. acidophilus La5,  
B. lactis Bb12) 
L.acidophilus La5 in B. lactis Bb12 
Manjša pojavnost resne preeklampsije.  Brantsaeter 
in sod., 2011 
Prezgodnji porod Vivomixx® /Visbiome® (različni sevi 
Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus) 




 L. rhamnosus GR-1 in L. reuteri RC-14 Ne vpliva na spontanega prezgodnjega 
poroda povezanega z bakterijskimi 
vaginozami.  
Krauss-Silva 
in sod., 2011 
Bakterijske 
vaginoze in okužbe 
s streptokoki 
skupine B 
L. rhamnosus GR-1 in L. reuteri RC-14 Vpliv na sestavo vaginalne mikrobiote; 
izboljšanje bakterijske vaginoze in /ali 
okužbe s streptokoki skupine B.  




Ho in sod., 
2016 
Lipidni profil 
Vivomixx® /Visbiome® (različni sevi 
Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus) 
Vpliv na sestavo vaginalne mikrobiote Vitali in 
sod., 2012 
   
Lactobacillus rhamnosus GG in 
Bifidobacterium lactis Bb12 
Znižane vrednosti trigliceridov in LDL 




OTROK    
Antropometrija 
otroka 
L. rhamnosus GG Preventiva pri porastu telesne mase v 
prvih 4 letih življenja. 
Luoto in 
sod., 2010b 
 Vivomixx® /Visbiome® (različni sevi 
Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus) 
Znižanje vnetnih citokinov IL-6 v 
materinem mleku, ki vplivajo na odstotek 
maščobnega tkiva in telesno maso pri 
dojenčkih. 
Baldassarre 
in sod., 2016 
Alergije pri otrocih Probiotiki mati   
 Biola (L. rhamnosus GG, L. acidophilus La5,  
B. lactis Bb12) 






 L. rhamnosus LPR + B. longum BL999 in  
L. paracasei ST11 + B. longum BL999 




   
 L. rhamnosus HN001 
 
Probiotiki mati in otrok 
Vpliv na imunomodulatorne dejavnike v 








 B. bifidum BGN4, B. lactis AD011,  
L. acidophilus AD031 
Znižanje pojavnosti atopijskega 
dermatitisa 
Kim in sod., 
2010 
 L. rhamnosus GG Znižanje reakcij na alergene in 
zmanjšanje pojavnosti atopijskega 
dermatitisa v povezavi z IgE. 
Ou in sod., 
2012 
 Ecologic PANDA (različni sevi B. bifidum 
W23, B. lactis W51 in W52 Lactococcus. lactis 
W58) 
Znižanje pojavnosti atopij in alergij pri 
otrocih z visokim tveganjem. Vpliv na 
imunomodulatorne dejavnike v mleku 
(TGF). 
Niers in 
sod., 2009  
Nekrotizirajoči 
enterokolitis 
Različne sevi in vrste rodov Lactobacillus, 
Bifidobacterium, Streptocoocus thermophilus 
Saccharomyces 
Zmanjšanje pojavnosti in resnosti NEC in 
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Protimikrobno delovanje probiotikov so preiskovali tudi pri nosečnicah z bakterijskimi 
vaginozami in pri skupini mater z okužbo s streptokoki skupine B (okužba je prisotna 
pri 17–24 % slovenskih nosečnic (Jeverica, 2017)). Streptokoki iz skupine B (pretežno 
sevi vrste Streptococcus agalacticae) so primarni vzrok za dihalno stisko (pljučnico), 
sepso ali meningitis pri novorojenčkih, zato otroci nosečnic s pozitivnim brisom 
prejmejo antibiotik. Pri nosečnicah z bakterijsko vaginozo obstaja večje tveganje za 
prezgodnji porod, nedonošeni otroci pa so bolj dovzetni za okužbe. Disbioze vaginalne 
mikrobiote se med porodom vertikalno prenesejo do otrokovega GIT (Dominguez-Bello 
in sod., 2016) in preko retrogradnega refluksa iz ust otroka v mlečno žlezo. Rezultati 
učinkovitosti probiotikov, kot pomoč pri zdravljenju bakterijskih vaginoz, okužb s 
streptokoki iz skupine B ter z njimi povezanega tveganja za prezgodnji porod, so si 
nasprotujoči. Krauss – Silva in sod. (2011) v randomizirani dvojno slepi študiji 
(N = 664) niso ugotovili zmanjšanja tveganja za prezgodnji porod pri nosečnicah, ki so 
jemale probiotične seve L. reuteri RC-14 in L. rhamnosus GR-1. V nedavno objavljeni 
meta analizi 21-ih študij niso potrdili povezav med uživanjem probiotikov in 
zmanjšanjem tveganja prezgodnjega poroda pri ženskah z bakterijskimi vaginozami 
(Jarde in sod., 2018). Pilotna študija, ki so jo opravili Vitali in sod. (2012) pa je 
pokazala izboljšanje stanja vaginoz (povišanje IL-10 in IL-4 v nožnici) in sestave 
vaginalne mikrobiote (povišanje bifidobakterij ter znižanje vrste Atopium vaginae) pri 
nosečnicah, ki so uživale komercialno probiotično prehransko dopolnilo 
Vivomixx®/Visbiome® (s sevi laktobacilov DSM 24733, DSM 24730, DSM 24735, 
DSM 24734, bifidobakterij DSM 24736, DSM 24732, DSM 24737 in Streptococcus 
thermophilus DSM 24731). Tudi uživanje probiotičnih sevov L. rhamnosus GR-1 in L. 
reuteri je izboljšalo sestavo vaginalne mikrobiote (Olsen in sod., 2018; Gille in sod., 
2016), ne pa okužbe s streptokoki B (Olsen in sod., 2018). Kasnejša študija (Ho in sod., 
2016) je ugotovila vpliv istih probiotičnih sevov na znižanje prisotnosti streptokokov 
skupine B v vaginalni in rektalni mikrobioti nosečnic. 
Številne študije poročajo tudi o potencialnem vplivu probiotičnih mikroorganizmov na 
zorenje imunskega sistema ter kot zaščita pri okužbah, v kombinaciji s sestavinami 
materinega mleka (Rinne in sod., 2005; Heikkila in Saris, 2003; Olivares in sod., 2006). 
Glede na mehanizem imunske regulacije lahko delimo probiotike na imunostimulatorne 
in imunoregulatorne. Imunostimulatorni probiotiki so učinkoviti pri delovanju proti 
okužbam, rakavim celicam pa tudi pri alergijah, saj skrbijo za primerno ravnotežje med 
citokini Th1 in Th2. Na drugi strani imunoregulatorni probiotiki vplivajo na 
koncentracijo IL-10 in regulatornih T celic ter imajo pomembno vlogo pri vzdrževanju 
črevesne homeostaze in zavirajo vnetne procese (alergije, atopije, nekrotizirajoči kolitis, 
sindrom razdražljivega črevesja, avtoimunske bolezni, kronične črevesne bolezni- 
Chronova bolezen in ulcerozni kolitis) (Chiba in sod., 2010). Študija vpliva uživanja 
komercialne mešanice probiotičnih sevov Vivomixx®/Visbiome® med nosečnostjo in 
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dojenjem je pokazala zvišane vrednosti IL-10, TGF-β1 in znižanje vnetnega citokina 
IL-6. Protivnetni faktor TGF-β1 ima pomembno vlogo pri spodbujanju nastajanja IgA v 
mleku in sekretornega IgA v črevesju otroka in pri zaščiti nezrelega imunskega sistema 
GALT v prvih mesecih po rojstvu (Baldassarre in sod., 2016). Povišane koncentracije 
vnetnih citokinov IL-6 v materinem mleku v prvih mesecih življenja pa vplivajo na 
nalaganje maščobe in naraščanje telesne mase (Fields in Demerath, 2012). Luoto in sod. 
(2010b) so opazili, da je perinatalna oralna aplikacija seva LGG v prvih 6 mesecih 
vplivala na uravnavanje telesne mase pri otrocih do 4. leta starosti. Probiotične 
bakterije, ki zvišujejo IL-10 se uporabljajo tudi pri preventivi ali terapiji pri kolikah ter 
polivanju pri novorojenčkih (Baldassarre in sod., 2016; Mastromarino in sod., 2015). V 
številnih radomiziranih študijah s placebom in večjih kohortnih študijah, so skušali 
oceniti učinkovitost preventivnega uživanja probiotičnih sevov v času nosečnosti in 
dojenja na imunski sistem matere/otroka ter vpliva probiotikov na pojavnost alergij in 
atopij ter preobčutljivostnih reakcij v otroštvu (preglednica 8). Baldassarre in sod. 
(2016) so ugotovili, da aplikacija komercialne mešanice probiotičnih bakterij 
Vivomixx®/Visbiome® nosečnicam in doječim materam, zviša koncentracijo 
protivnetnih citokinov IL-10 in TGF-β1, ki spodbujata nastanek sekretornega IgAs v 
mleku ter predstavljata prvo linijo obrambe GIT dojenih otrok. Povišane vrednosti 
sekretornega IgAs so namreč zasledili tudi v blatu otrok. Skupno šestim (N = 112-415) 
randomiziranim študijam s placebom, je učinkovitost delovanja kombinacije 
probiotičnih sevov rodu Lactobacillus in Bifidobacterium na pojav atopijskega 
dermatitisa pri otrocih, ne pa astme in alergijskega konjunktivitisa (preglednica 8). V 
študiji PiP (angl. Probiotic in Pregnancy) na Novi Zelandiji so ugotavljali vpliv uživanja 
probiotičnega seva (matere in njihovi otroci, oziroma samo matere med nosečnostjo) na 
pojav alergij in atopij pri otrocih z dedno nagnjenostjo (Wickens in sod., 2018). Pri 
otrocih mater, ki so od 15. tedna nosečnosti naprej in med dojenjem uživale sev L. 
rhamnosus HN001 ali placebo, niso ugotovili razlik med pojavnostjo atopijskega 
dermatitisa ali astmatskega vnetja do prvega leta starosti (Wickens in sod., 2018). V 
prvem delu študije, kjer so probiotično prehransko dopolnilo z enakim sevom uživale 
matere in njihovi otroci, pa so ugotovili nižjo pojavnost atopičnega dermatitisa 
(probiotiki: 9,2 %, placebo: 18,9 %) (Barthow in sod., 2016). Kljub številnim študijam 
in meta-analizam, ki kažejo na učinkovitost probiotikov (uživanje probiotičnih sevov 
med nosečnostjo in dojenjem) pri zmanjšanju pojava alergij in atopijskega dermatitisa 
pri otroku, pa je stališče Svetovne organizacije za alergologijo WAO (angl. The World 
Allergy Organization) zadržano in pravi, da zaradi nezadostnih dokazov pogojno 
priporočajo preventivno uživanje probiotičnih bakterij nosečnicam z dedno 
obremenitvijo (Fiocchi in sod., 2015).  
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2.3 ČREVESNA MIKROBIOTA OTROKA 
2.3.1 Sestava humane črevesne mikrobiote  
V začetnem delu gastrointestinalnega trakta (GIT) človeka je koncentracija 
mikroorganizmov nižja, zaradi prisotnosti želodčne kisline, kratkega tranzitnega časa in 
prisotnosti kisika v želodcu prevladujejo aerotolerantne bakterije (laktobacili, 
streptokoki). Z dolžino prebavnega trakta se spreminjajo okoljske razmere in sestava 
mikrobiote. Najbolj raznoliko mikrobioto najdemo v debelem črevesu, kjer je v gramu 
črevesne vsebine med 1011 do 1014 bakterij, ki pripadajo približno 1150 različnim 
vrstam. Da ima vsak posameznik svojo lastno sestavo mikrobiote nam pove podatek, da 
je samo 57 vrst skupnih pri 90 % človeške populacije (O'Hara in Shanahan, 2006; Qin 
in sod., 2010). Številne raziskave bioptov mukoznih plasti črevesne stene, črevesne 
vsebine in blata, z od gojenja neodvisnimi molekularnimi tehnikami, so pokazale, da v 
vzorcih prevladujejo pretežno mikroorganizmi, ki spadajo v štiri debla: Firmicutes, 
Bacteroidetes, Proteobacteria in Actinobacteria, ki predstavljajo kar 98 % mikrobne 
populacije. V debelem črevesu in blatu prevladujejo striktni anaerobni mikroorganizmi, 
ki spadajo v tri glavne skupine in sicer Bacteroides, skupina Clostridium XIVa (skupina 
Clostridium Coccoides) in Clostridium IV (skupina Clostridium leptum) (Lopetuso in 
sod., 2013). Sestava mikrobiote GIT je v osnovi stabilna, a hkrati dinamična zaradi 
stalne izpostavljenosti dejavnikom okolja ter gostitelja (Lopetuso in sod., 2013). Do 
tretjega leta starosti se mikrobiota intenzivno spreminja, nato je vse bolj podobna 
stabilni mikrobioti odraslega (Koenig in sod., 2011; Dogra in sod., 2015). 
2.3.2 Vloga humane črevesne mikrobiote 
Med mikroorganizmi in gostiteljem obstaja simbioza, ki pomembno vpliva na temeljne 
procese v telesu in posledično na zdravje gostitelja. Zgodnja kolonizacija mikrobiote 
oblikuje imunski odziv gostitelja in vpliva na metabolno programiranje (Burcelin, 
2012). Disbioze črevesne mikrobiote vodijo do kroničnih vnetnih črevesnih in 
sistemskih bolezni ter motenj imunskega sistema (Lopetuso in sod., 2013). Kljub 
številnim povezavam med črevesnimi disbiozami in boleznimi, pa ni popolnoma jasno 
ali je sprememba mikrobiote vzrok bolezni ali posledica (Matijašić - Bogovič in sod., 
2014). Mikroorganizmi v GIT imajo zaščitno vlogo, saj utrjujejo tesne stike med 
celicami črevesne stene in krepijo funkcionalnost črevesnega epitelija, tako preprečujejo 
vdor patogenih mikroorganizmov in spodbujajo imunski sistem (Flint in sod., 2012). 
Komenzalne bakterije v GIT s patogenimi bakterijami tekmujejo za hranila in mesta 
pripenjanja na črevesno sluz, ter delujejo protimikrobno s svojimi metaboliti (organske 
kisline, dekonjugirane žolčne kisline, peroksid in bakteriocini). Pomembna zaščitna 
funkcija je tudi metabolizem toksičnih in mutagenih snovi, vzdrževanje vrednosti pH z 
dekonjugacijo žolčnih soli (Parvez in sod., 2006). Črevesna mikrobiota ima pomembno 
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funkcijo v razvoju s črevesjem povezanega imunskega sistema in uravnavanju delovanja 
imunskega sistema, saj vpliva na epitelne celice, makrofage, limfocite in dendritične 
celice. Črevesne bakterije so udeležene v metabolizmu in povečujejo dostopnost hranil, 
saj razgrajujejo neprebavljivo prehransko vlaknino in epitelne polisaharide (mucini in 
mukopolisaharidi) do kratkoverižnih maščobnih kislin (acetat, laktat, propionat, butirat), 
ki vplivajo na metabolizem in razmnoževanje črevesnih epitelnih celic, vzdržujejo nizko 
vrednost pH v črevesju, podpirajo rast komenzalnih bakterij in zavirajo patogene 
(Salyers, 2011; Hardy in sod., 2013). Hkrati povečujejo dostopnost hranil, pomagajo pri 
absorpciji mineralov (Mg2+, Ca2+, Fe2+) in sintetizirajo številne vitamine (K, B1, B5, 
B6, B7, B9, B12). Črevesna mikrobiota sodeluje pri presnovi z regulacijo maščobne in 
glukozne homeostaze gostitelja, ter na tak način vpliva na telesno maso (Sun in sod., 
2018) 
2.3.3 Začetna kolonizacija prebavil in razvoj črevesne mikrobiote otroka 
Številne študije poudarjajo pomen začetne kolonizacije prebavil za zdravje otroka. 
Dejavniki, ki vplivajo na začetno kolonizacijo GIT in usmerjajo razvoj črevesne 
mikrobiote otroka, imajo možen vpliv tudi na pojavnost črevesnih disbioz v otroštvu in 
kasneje v življenju ter drugimi imunskimi, metabolnimi ter črevesnimi boleznimi. Do 
začetka 21. stoletja je veljalo splošno prepričanje, da otrok do poroda živi v sterilnem 
okolju in se prvič sreča z mikroorganizmi šele ob rojstvu. Številne študije v zadnjem 
desetletju pa potrjujejo prenos materinih bakterij do ploda in mlečne žleze po endogeni 
poti že pred rojstvom. Na sliki 1 so prikazani dejavniki, ki vplivajo na začetno fazo 
kolonizacije otrokovih prebavil. Z rojstvom se začne intenzivno poseljevanje otroka z 
mikroorganizmi, saj je med vaginalnim porodom izpostavljen materini vaginalni in 
črevesni mikrobioti. V prvih dneh je nato otrok med negovanjem in dojenjem 
izpostavljen materini mikrobioti (mikrobiota kože, oralna mikrobiota, mikrobiota 
materinega mleka) ter mikroorganizmom iz bolnišničnega okolja in osebja. Materino 
mleko je pomemben vir mikrobiote in snovi, ki spodbujajo rast koristnih bakterij v 
črevesni mikrobioti otroka. Poleg dejavnikov matere sta razvoj in sestava črevesne 
mikrobiote otroka v veliki meri odvisni od gestacijske starosti ter razvitosti GIT, dednih 
fizioloških značilnosti GIT in odziva na kolonizacijo, ki vključuje imunski odziv in 
lastnosti gostitelja (peristaltika, izločanje prebavnih sokov v želodcu, trebušni slinavki 
in žolču), spremembe vrednosti pH in redoks potenciala. Velik vpliv na začetno 
kolonizacijo pa imajo tudi zdravljenje matere in/ali otroka z antibiotiki in drugimi 
zdravili, prehrana matere, uživanje probiotičnih bakterij ter dejavniki širšega okolja 
(življenjski prostor, higiena in kultura) (Tamburini in sod., 2016). 
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Slika 1: Pre- in postnatalni dejavniki, ki vplivajo na začetno kolonizacijo GIT in usmerjajo razvoj 
črevesne mikrobiote otroka. Porušena sestava mikrobiote novorojenca (disbioza) vpliva na pojav 
imunskih, metabolnih in črevesnih motenj ter bolezni tako v otroštvu kot v odrasli dobi (prirejeno po 
Tamburini in sod., 2016). 
Figure 1: Pre- and postnatal factors shaping the initial bacterial neonatal gut colonization and early 
development of the gut microbiota. Aberrant neonatal microbiota composition (disbiosis) is associated 
with increasing risk for immunological, metabolic and gastrointestinal diseases in childhood and later in 
life (adapted from Tamburini et al., 2016). 
Tušar T. Vpliv prehrane matere in okoljskih dejavnikov na razvoj mikrobiote materinega mleka in črevesne mikrobiote dojenčka. 
  Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
30 
2.3.3.1 Predporodno obdobje in prenatalni prenos črevesne mikrobiote matere do 
mlečne žleze in otroka 
Prenos bakterij iz črevesja matere do mlečne žleze in do GIT otroka je kompleksen in 
malo raziskan proces. Znano je, da se pod vplivom hormonov pred porodom začnejo 
membrane placente tanjšati in postanejo prepustnejše za odpadne snovi ter izmenjavo 
plinov med materjo in zarodkom. V tem času naj bi postala črevesna sluznica matere 
bolj prepustna tudi za selektiven prehod bakterij. Domneva se, da poteka prenos bakterij 
s pomočjo dendritičnih celic, ki prodrejo v črevesni epitelij in sprejmejo bakterije iz 
črevesne svetline, ne da bi vplivale na pregradno funkcijo črevesne membrane 
(Rodríguez, 2014).  
 
Slika 2: Mehanizmi prenosa črevesnih bakterij v mlečno žlezo, GIT in ostale organe po črevesno-mlečni 
poti (prirejeno po Thum in sod., 2012).  
Figure 2: Mechanism of transfer intestinal bacterial strains to the mammary gland, infant gut and others 
organs through an entero-mammary pathway (adapted from Thum et al., 2012).  
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Ključno za uspešen prenos je, da naj bi bakterije na endogeni poti ostale žive in znotraj 
dendritičnih celic potovale preko z mukozo povezanega limfatičnega ter krvnega 
sistema do drugih mukoznih tkiv (urogenitalni trakt, žleze slinavke, mlečne žleze) 
(Slika 2) in do GIT otroka. To endogeno potovanje bakterij po telesu so poimenovali 
črevesno–mlečna pot (Martín in sod., 2004; Perez in sod., 2007, Tamburini in sod., 
2016). Ni še popolnoma jasno ali se prenašajo naključne ali izbrane koristne bakterije za 
novorojenca. Otrokov imunski sistem naj bi se na tak način že pred porodom pripravljal 
na življenje zunaj maternice (Thum in sod., 2012). Endogeno mlečno črevesno pot 
potrjuje prisotnost bakterij v placenti (Satokari in sod., 2009; Aagaard in sod., 2014), 
amniotični tekočini (DiGiulio in sod., 2008), membranah, ki obdajajo zarodek (Satokari 
in sod., 2009), v popkovnični krvi (Jiménez in sod., 2005) in mekoniju zdravih 
novorojenčkov, ne glede na način njihovega poroda (Gosalbes in sod., 2013; Nagpal in 
sod., 2016). Bakterije vsebuje tudi biološka tekočina, ki jo izloča mlečna žleza pred 
porodom (Martín in sod., 2004) in seveda kolostrum ter mleko. 
2.3.3.2 Razvoj črevesne mikrobiote otroka 
V začetni fazi razvoja je črevesna mikrobiota nestabilna in dovzetna za vplive različnih 
dejavnikov matere in okolja. Dogra in sod. (2015) so v preglednem članku predlagali, 
da obstajajo v posameznih fazah zorenja črevesne mikrobiote prevladujoče bakterijske 
skupine, ki sledijo zaporedju razvoja do stabilne mikrobiote (1–3 let) (slika 3). Različni 
dejavniki kot na primer gestacijska starost novorojenčka, način poroda, način prehrane 
otroka, naj bi vplivali na hitrost razvoja oziroma dozorevanja črevesne mikrobiote, ne 
pa na same faze razvoja, ki so prikazane na sliki 3 (b–d). Pri raziskavi razvoja črevesne 
mikrobiote pri nedonošenčkih (La Rosa in sod., 2014) so ugotovili enake faze razvoja 
črevesne mikrobiote, s prevladujočimi bakterijskimi skupinami, vendar z določenim 
zamikom. Pri donošenih otrocih so že v prvih urah/dnevih po porodu ugotovili prehod 
iz faze A v B, pri nedonošenčkih pa je ta prehod počasnejši in odvisen od gestacijske 
starosti ter zrelosti GIT (slika 3). Na prehod iz prevladujočih bakterij debla 
Proteobacteria (faza B) v fazo pretežne bifidogene mikrobiote (faza C) ima pomembno 
vlogo način poroda. Pri dojenih otrocih je faza pretežno bifidogene mikrobiote 
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Slika 3: Shematski prikaz dejavnikov in faz (A–D) v razvoju črevesnega mikrobioma v prvem letu 
življenja (a). Prikaz razlik v razvoju zaradi različnih notranjih in zunanjih dejavnikov (b–d) (prirejeno po 
Dogra in sod., 2015). 
Figure 3: Schematic diagram representing factors and stages (A–D) in development of the infant gut 
microbiome across the first year of life (a). Presenting putative modifications to the progression of 
development caused by intrinsic and extrinsic factors (b–d) (adapted from Dogra et al., 2015). 
 
2.3.4 Vertikalni prenos črevesne mikrobiote matere na otroka 
Sodobne raziskave so odprle številna nova vprašanja glede vertikalnega prenosa 
materine mikrobiote (črevesna, vaginalna, kožna, oralna mikrobiota) na novorojenčka. 
Vertikalen prenos aktivnih sevov bakterij iz matere na otroka poteka med porodom 
(Dominguez-Bello in sod., 2016), med dojenjem (Peiroten in sod., 2018, Jost in sod., 
2014a) in negovanjem. Potrjujejo pa se tudi hipoteze o obstoju endogene črevesno–
mlečne poti in prenatalnim prenosom bakterij iz matere na otroka ter v mlečno žlezo 
(Rodríguez, 2014). Prisotnost enakih bakterijskih sevov v materinem mleku in 
otrokovem GIT potrjuje hipotezo, da je mleko vir aktivnih sevov, ki živi dosežejo in 
kolonizirajo GIT otroka. Vrste bifidobakterij in laktobacilov, ki so jih našli v mleku in 
blatu otroka so bile B. bifidum, B. breve, B. longum subsp. longum, B. longum subsp. 
infantis (Peiroten in sod., 2018; Duranti in sod., 2017; Matamoros in sod., 2013), B. 
adolescentis, B. bifidum, B. pseudocatenulatum (Peiroten in sod., 2018), L. johnsonii, L. 
gasseri, L. paracasei, L. casei (Duranti in sod., 2017). Skupni sevi, ki so jih izolirali iz 
mleka matere in blata njenega otroka, so potencialni probiotiki, ker so varni, preživijo 
pot skozi GIT, dobro izkoriščajo oligosaharide in glikokonjugate v mleku, ter so 
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sposobni naselitve v mlečni žlezi in GIT otroka (Peiroten in sod., 2018; Duranti in sod., 
2017). Med vaginalnim porodom poteka prenos materine predvsem vaginalne in tudi 
fekalne mikrobiote na novorojenčka, kar pomembno prispeva k začetni kolonizaciji ter 
razvoju črevesne mikrobiote otroka (Penders in sod., 2005; Dominguez-Bello in sod., 
2010; Palmer in sod., 2007). Na sestavo črevesne mikrobiote novorojenčkov, rojenih s 
CR, pa ima večji vpliv okolje, materina kožna in oralna mikrobiota (Dominguez-Bello 
in sod., 2010; Bäckhed in sod., 2015; Shin in sod., 2015). Raziskave kažejo, da imajo 
pari mati – otrok značilne seve bakterij, ki so lastni samo njima (Makino in sod., 2011; 
Asnicar in sod., 2017). Ocene deležev skupnih vrst, ki si jih delijo matere in dojeni 
otroci, so od 14 – 27,7 %, podobnost otrokove in materine črevesne mikrobiote pa se 
poveča z odstavitvijo in prehodom na trdno prehrano (do 70 %) (Asnicar in sod., 2017, 
Pannaraj in sod., 2017). 
2.3.4.1 Način poroda in njegov vpliv na črevesno mikrobioto otroka 
Črevesna mikrobiota vaginalno rojenih otrok se razlikuje od črevesne mikrobiote otrok 
rojenih s CR v sestavi in pestrosti vrst (Dominguez-Bello, 2010, Azad in sod., 2013, 
Bäckhed in sod., 2015). Začetna črevesna mikrobiota otrok rojenih s CR vsebuje 
pretežno rodove iz materine mikrobiote in bolnišničnega okolja (Enterobacter, 
Haemophilus, Staphylococcus, Streptococcus, Veillonella, Corynebacterium, 
Propionibacterium) (Dominguez-Bello in sod., 2010; Shin in sod., 2015). Črevesna 
mikrobiota vaginalno rojenih otrok pa vsebuje pretežno rodove, ki so predstavniki 
črevesne mikrobiote iz rodov Bacteroides, Bifidobacterium, Parabacteroides in 
Escherichia/Shigella ter predstavnike vaginalne mikrobiote iz rodov Lactobacillus, 
Prevotella, Sneathia, Atopobium ... (Bäckhed in sod., 2015; Azad in sod., 2013; 
Dominguez-Bello, 2010). Pri novorojenčkih v blatu kmalu po porodu prevladujejo vrste 
rodov Escherichia/Shigella, ki so jih detektirali tudi v vzorcih mekonija (Gosalbes in 
sod., 2013) in v placenti (Aagaard in sod., 2014). Študije nakazujejo, da kljub odsotnosti 
okužbe z materino črevesno in vaginalno mikrobioto, poteka razvoj črevesne mikrobiote 
po podobni poti, vendar pri otrocih, rojenih s CR, kolonizacija poteka počasneje 
(Huurre in sod. 2008; Dominguez-Bello in sod., 2010; Mueller in sod., 2014; Dogra in 
sod., 2015). Vaginalen porod je pomemben dejavnik pri vertikalnem prenosu 
mikrobiote med materjo in otrokom, saj so Bäckhed in sod. (2015) odkrili, da se je kar 
72 % vrst v otrokovem blatu ujemalo z vrstami v blatu matere. Med pomembnimi 
skupnimi vrstami so vrste Escherichia/Shigella, Bifidobacterium longum, Enterococcus 
faecalis, Bacteroides fragilis, B. thetaiotaomicron, Bilophila wadsworthia. Pri materah 
in njihovih novorojenčkih, rojenih s CR, je bilo ujemanje pri manj kot polovici (41 %) 
vrst in redkeje so vsebovale rod Bacteroides, skupni sevi pa so bili tudi pripadniki vrste 
Enterococcus faecalis. Prenos bifidobakterij iz matere na otroka so detektirali pri vseh 
otrocih, vendar manj pogosto pri otrocih rojenih s CR (Makino in sod., 2015; Bäckhed 
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in sod., 2015). Otroci rojeni s CR in/ali terapijo z antibiotiki v prvih mesecih imajo 
povečano tveganje za nastanek črevesnih disbioz in z njimi povezanih metabolnih, 
imunskih motenj in bolezni (alergije in atopije, astma, debelost, diabetes tipa 1). Po 
nekaterih študijah lahko razvoj črevesne mikrobiote pri otrocih, rojenih s CR in terapiji 
z antibiotiki, učinkovito usmerjamo z izključnim dojenjem in/ali dodatkom probiotičnih 
bakterij. Ugotovili so, da lahko probiotični laktobacili v določeni meri nadomestijo stik 
z vaginalnimi laktobacili (Kuitunen in sod., 2009; Azad in sod., 2013; Korpela in sod., 
2018). Alternativna možnost pa je inokulacija novorojenčka po porodu z materinimi 
vaginalnimi bakterijami. Dominguez - Bello in sod. (2016) so v pilotni študiji na štirih 
novorojenčkih potrdili hipotezo, da lahko z okužbo telesa novorojenčka, rojenega s CR, 
z vaginalnimi bakterijami matere obogatimo črevesno, oralno in kožno mikroboto 
otroka v prvem mesecu življenja. Vendar ta način zahteva previdnost in nadaljnje 
raziskave na večjem vzorcu, predvsem glede tveganja okužb s streptokoki skupine B, ki 
so prisotni pri 17–24 % slovenskih nosečnic (Jeverica, 2017; Moya - Perez in sod., 
2017). 
2.3.4.2 Materino mleko in razvoj črevesne mikrobiote otroka  
Materino mleko je po porodu pomemben in stalen vir bakterij za novorojenca, saj 
izključno dojen otrok dnevno zaužije približno 800 ml mleka in 1×105– 1×107 bakterij 
(Heikkilä in Saris, 2003). Materino mleko je s svojimi oligosaharidi odličen substrat za 
razvoj mikrobiote mleka in komenzalnih bakterij GIT. Oligosaharidi humanega mleka 
(angl. Human Milk Oligosaccharides; HMOs) so neprebavljivi OH za otroka, vendar 
pomemben vir energije za črevesne bakterije. Poleg tega imajo zaščitno vlogo, saj 
patogenim organizmom preprečujejo pripenjanje na črevesni epitelij in sprožijo imunski 
odziv ob okužbah v črevesju (Bode, 2012). Način prehrane otroka (izključno dojenje ali 
mlečna formula) pomembno vpliva na začetno kolonizacijo in razvoj črevesne 
mikrobiote ter zdravje otroka. Novorojenčki, hranjeni z mlečno formulo, so namreč bolj 
dovzetni za različne respiratorne in gastrointestinalne okužbe, za nekrotizirajoči 
enterokolitis in sepse, ter ostale kronične metabolne in imunske bolezni (diabetes tipa 1 
in 2, IBD, alergije, astma, kardiovaskularne bolezni in debelost) (Urbaniak in sod., 
2016). Pri dojenih otrocih so v začetni črevesni mikrobioti prisotni rodovi iz debla 
Actinobacteria (Bifidobacterium, Collinsella) deblo Firmicutes z rodovi 
Staphylococcus, Streptococcus, Clostridium, Ruminococcus, Coprococcus, Blautia, 
Veillonella, Faecalibacterium, Roseburia in Subdoligranulum, Lactobacillus in pa tudi 
striktno anaerobne bakterije debla Bacteroidetes (Bacteroides, Parabacteroides), ki jih 
najdemo tudi v materinem mleku (Martín in sod., 2012). Jost in sod., 2013; Asnicar in 
sod., 2017). Tekom razvoja črevesne mikrobiote se vzpostavi enostavna bifidogena 
mikrobiota, ki traja do odstavitve. 
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2.3.4.3 Način prehranjevanja otroka (dojenje/mlečna formula) in njegov vpliv na 
črevesno mikrobioto otroka 
Črevesna mikrobiota dojenih otrok v času izključnega hranjenja z materinim mlekom je 
stabilna in enostavna, po nekaterih podatkih pa je pestrost bakterijskih vrst v mleku celo 
večja kot v črevesni mikrobioti otrok in se raznolikost poveča šele z odstavitvijo (Jost in 
sod., 2013; Murphy in sod., 2017). Najpogostejši skupni rodovi v mleku in blatu otroka 
so: Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus, 
Coprococcus, Escherichia-Shigella in bakterije iz družine Lachnospiraceae (Jost in 
sod., 2014b; Murphy, 2017). Materino mleko s svojimi oligosaharidi spodbuja rast 
bifidobakterij, ki v črevesni mikrobioti izključno dojenih otrok dosežejo 60-90 % 
(Grönlund in sod., 2007; Gueimonde in sod., 2007). Ne glede na način hranjenja so 
raziskovalci v blatu otrok odkrili vrsti B. longum, B. pseudo-catenulatum (Martín in 
sod., 2012), B. breve pa naj bi bila specifična predstavnika črevesne mikrobiote dojenih 
otrok (12 % vzorcev dojenih otrok) (Korpela in sod., 2018). Otroci, ki so bili v prvih 4 
mesecih hranjeni izključno z mlečno formulo, so imeli pestrejšo mikrobioto in višjo 
koncentracijo vrst E. coli, Clostridium difficile in rodov Enterococcus, Enterobacter, 
Citrobacter (Penders in sod., 2005; Bäckhed in sod., 2015). Vendar samo dodatek 
mlečne formule v prvem tednu ni bistveno spremenil sestave in dinamike zorenja 
črevesne mikrobiote pri vaginalno rojenih otrocih, kot so domnevali v preteklosti 
(Bäckhed in sod., 2015). Primerjava črevesne mikrobiote izključno dojenih otrok in 
otrok dohranjevanih z mlečno formulo, pa je pokazala višjo zastopanost družin 
Corynebacteriaceae, Lactobacillaceae in Rhodobacteraceae v črevesni mikrobioti 
izključno dojenih otrok (Li in sod., 2017). Bäckhed in sod. (2015) so prišli do hipoteze, 
da je pri razvoju črevesne mikrobiote v smeri odrasle mikrobiote, ki vsebuje pretežno 
anaerobne mikroorganizme rodov Bacteroides, Bilophila, Roseburia, Clostridium, 
ključna odstavitev otroka, ne samo uvajanje trdne hrane. Pri dojenih enoletnikih je 
namreč ugotovil ohranitev tipične črevesne mikrobiote dojenih otrok s prevladujočimi 
rodovi Bifidobacterium, Lactobacillus, Collinsella, Megasphaera in Veillonella (Jost in 
sod., 2014a). Večinoma gre proces uvajanja trdne hrane vzporedno s počasnim 
odstavljanjem in v črevesni mikrobioti otrok se postopoma viša skupno število bakterij 
in zastopanost bakterij debel Bacteroidetes in Firmicutes, ki dobro razgrajujejo 
kompleksne ogljikove hidrate, proizvajajo butirat ter številne druge kratkoverižne MK. 
Na primer vrste rodov Roseburia in Faecalibacterium so učinkovite pri razgradnji 
ogljikovih hidratov in proizvodnji butirata. Pri uvedbi stročnic, zelenjave in žit s 
prehransko vlaknino so ugotovili povišanje deleža bakteroidet, ki so specializirane za 
razgradnjo kompleksnih polisaharidov in povišanje kratkoverižnih MK. Črevesna 
mikrobiota nekje do tretjega leta starosti otroka postopoma postane podobna mikrobioti 
odraslih (Ley in sod., 2006; Koenig in sod., 2011). 
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2.3.5 Vpliv prehrane doječe matere na črevesno mikrobioto otroka  
Iz številnih študij povezav prehrane s črevesno mikrobioto posameznika lahko 
sklepamo, da prehrana matere preko sestave črevesne mikrobiote vpliva tudi na razvoj 
črevesne mikrobiote otroka. Med nosečnostjo in porodom se v črevesju matere pod 
vplivom hormonov dogajajo spremembe metabolizma in sestave mikrobiote. Raziskave 
črevesne mikrobiote pa kljub spremembam v črevesnem ekosistemu kažejo na 
stabilnost materine črevesne mikrobiote v pozni nosečnosti in prvih 6. mesecih dojenja 
(Jost in sod., 2014b; Carrothers in sod., 2015). V času nosečnosti so v materinem 
črevesju prisotne višje koncentracije skupnih kratkoverižnih MK, kar kaže na povečano 
dinamiko mikrobiote in večjo učinkovitost metabolizma zaradi povečane proteolitične 
in saharolitične razgradnje (Jost in sod., 2015). Med nosečnostjo in dojenjem je 
spremenjena črevesna mikrobiota odgovorna za povišanje izkoristka energije in hranil iz 
hrane ter za stanje nizke stopnje vnetja v črevesju, ki pospešuje nalaganje adipoznega 
tkiva in nižjo občutljivost za inzulin, kar je podobno stanje kot pri debelosti (Koren in 
sod., 2012; Ding in sod., 2010). Carrothers in sod. (2015) so raziskovali povezave med 
ITM matere in prehranskim vnosom mikro- in makrohranil v materini prehrani ter 
fekalno mikrobioto matere med dojenjem. Potrdili so povezavo med materinim 
prekomernim ITM pred nosečnostjo in prehrano bogato z ogljikovimi hidrati, 
maščobami, beljakovinami ter prevladujočimi bakterijami iz debla Firmicutes ter nižjim 
deležem bakteriodet v fekalni mikrobioti doječih mater. V študiji, ki so jo opravili 
Santacruz in sod. (2010), so imele matere s prekomerno telesno maso pred nosečnostjo 
(ITM > 25) v mikrobni sestavi blata nižje število bakterij rodu Bifidobacterium in 
Bacteroides ter povišane vrednosti stafilokokov, enterobakterij in E. coli. Matere s 
prekomernim prirastom telesne mase v času nosečnosti pa so imele nižje vrednosti 
bifidobakterij (Santacruz in sod., 2010). Nasprotno pa so Collado in sod. (2008) v 
študiji črevesne mikrobiote, pri nosečnicah s prekomernim ITM ugotovili povišane 
koncentracije bakterij iz skupine Bacteroides–Prevotella (spadajo v deblo 
Bacteroidetes). Mueller in sod. (2015) so ugotovili, da na črevesno mikrobioto otroka 
pomembno vpliva tako ITM matere pred nosečnostjo kot način poroda. V črevesni 
mikrobioti vaginalno rojenih otrok, katerih matere so imele normalen ITM, so ugotovili 
višjo zastopanost rodu Bacteroides in nižjo Enterococcus, Acinetobacter, Pseudomonas 
in Hydrogenophilus (Mueller in sod., 2015).  
Primerjava prehrane veganov in vsejedov je pokazala, da vegani uživajo več ogljikovih 
hidratov in manj proteinov ter maščob (Wu in sod., 2016). Novejše prehranske študije 
ne posvečajo več toliko pozornosti načinu prehrane, ampak ocenjujejo prehrano v 
družbah izobilja glede na delež živil, ki jih je v običajni prehrani preveč ali premalo. To 
so na eni strani predvsem polnozrnata žita, zelenjava, sadje, stročnice, oreški, olja, ribe 
in čaj ter na drugi strani sokovi in nektarji, predelana živila, prečiščena žita, ocvrta 
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zelenjava in sladkarije, mesni izdelki, industrijsko predelana hrana (Satija in sod. 2017, 
De Filippis in sod., 2016). V italijanski prehranski študiji so De Filippis in sod. (2016) 
ugotovili, da je sestava črevesne mikrobiote vegetarijancev podobna ljudem na 
mediteranski dieti, ki vsebuje pretežno žita, sadje, zelenjavo in stročnice, ter se najbolj 
približa uravnoteženi zdravi prehrani. Črevesna mikrobiota ljudi na pretežno rastlinski 
hrani, vsebuje višje deleže bakterij iz debla Bacteroidetes in bakterij, ki dobro 
presnavljajo rastlinske polisaharide (vrste rodov Prevotella, Roseburia, Xylanibacter in 
vrsti Eubacterium rectale, Ruminococcus bromii) ter bakterij, ki proizvajajo višje 
količine kratkoverižnih MK (Bacteroides thetaiomicron, Faecalibacterium prausnitzii) 
in delujejo protivnetno. V črevesni mikrobioti vsejedcev, ki uživajo pretežno hrano 
živalskega izvora, pa so bolj zastopani organizmi iz debel Firmicutes in Proteobacteria 
ter organizmi, ki so odporni proti žolčnim solem (vrste rodu Alistipes in vrsta Bilophila 
wadsworthia), Enterobacteriaceae (vrste rodov Shigella in Escherichia). Vrste iz 
skupine Clostridium XIV pa povezujejo s heterocikličnimi amini, ki povzročajo vnetje 
(De Filippo in sod., 2010; David in sod., 2014; De Filippis in sod.,2016; Matijašić - 
Bogovič in sod., 2014). Vendar se moramo zavedati, da pri strogi vegetarijanski 
prehrani, brez vseh živil živalskega izvora, ni samo manjši vnos beljakovin, maščob in 
energije, temveč obstaja tudi večje tveganje za pomanjkanje mineralov (železo, cink, 
jod) in vitaminov (D, B12, B2, A,), ter esencialnih in semi esencialnih MK (predvsem 
DHK in EPK), kar je še posebej tvegano v občutljivem obdobju nosečnosti in dojenja. 
Carrothers in sod. (2015) so prav tako povezali večji vnos prehranske vlaknine v 
prehrani doječe matere, z višjim deležem vrst rodu Faecalibacterium. Večji vnos 
vitaminov B kompleksa iz hrane (pantotenska kislina, riboflavin, vitamin B6 in B12) so 
povezali z večjo zastopanostjo bakterij iz rodu Prevotella in nižjo iz rodu Bacteroides. 
Večji vnos magnezija, mangana, bakra in molibdena iz hrane pa so povezali z večjo 
zastopanostjo vrst iz debla Firmicutes in nižjo zastopanostjo bakterij iz debla 
Bacteroidetes.  
Menni in sod. (2017) so v nedavno objavljeni študiji ugotovili povezave med 
povečanim uživanjem skupnih nenasičenih MK, predvsem n–3 (DHK in EPK), n–6 MK 
in povečano diverziteto v črevesni mikrobioti. Potrdili so tudi pozitivno povezavo med 
koncentracijo DHK v krvnem serumu in prisotnostjo bakterij iz družine 
Lachnospiraceae, Ruminococcacae in deblom Bacteroidetes. Nasprotno pa so 
Carrothers in sod. (2015) ugotovili, da večja vsebnost n–3 MK v prehrani poveča delež 
bakterij iz debla Firmicutes ter zmanjša delež bakterij debla Bacteroidetes v črevesni 
mikrobioti doječe matere. 
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2.3.5.1 Vpliv uživanja probiotičnih bakterij matere in otroka na razvoj črevesne 
mikrobiote otroka 
Številne potrditve prenosa koristnih bakterij po endogeni poti iz materinega črevesja do 
otroka v maternici in do mlečne žleze ter vertikalnem prenosu bakterij po porodu 
(Martín in sod., 2004; Perez in sod., 2007; Martín in sod., 2012; Murphy in sod., 2017; 
Asnicar in sod., 2017), so spodbudile nove raziskave o koristnih učinkih uživanja 
probiotičnih bakterij matere in/ali otroka na usmerjanje razvoja otrokove črevesne 
mikrobiote in s črevesjem povezanega imunskega sistema. Matere lahko preko svoje 
črevesne mikrobiote prenašajo nagnjenost k razvoju številnih bolezni, povezanih s 
črevesnimi disbiozami. Endogeni prenos mikrobiote matere na otroka v času nosečnosti 
in kasneje preko dojenja, v začetni fazi pomembno vpliva na mikrobno kolonizacijo 
otrokovega črevesja. Dodatek probiotičnih sevov materam med nosečnostjo in 
dojenjem, ter otrokom v prvih mesecih, bi lahko prispeval k usmerjanju razvoja 
otrokove črevesne mikrobiote. Razvoj črevesne mikrobiote pri otrocih rojenih s CR in 
antibiotikih, lahko usmerjamo z izključnim dojenjem in/ali dodatkom probiotičnih 
bakterij. Laktobacili iz materinega mleka in probiotični sevi rodu Lactobacillus, naj bi v 
določeni meri nadomestili stik z vaginalnimi laktobacili (Kuitunen in sod., 2009; Azad 
in sod., 2013; Korpela in sod., 2018). Uživanje probiotikov v kombinaciji z dojenjem je 
imelo do 10-krat večji učinek na sestavo črevesne mikrobiote otroka rojenega s CR, kot 
kombinacija probiotikov in mlečne formule v raziskavi, ki so jo izvedli Kuitunen in sod. 
(2009). Raziskavi, ki so jih opravili Dotterud in sod. (2015) ter Quin in sod. (2018) pa 
sta pokazali, da probiotične bakterije, ki so jih uživale matere med nosečnostjo in 
dojenjem, niso vplivale na pestrost ter zastopanost razredov, rodov bakterij v črevesni 
mikrobioti otroka, prav tako niso vplivale na koncentracijo kratkoverižnih MK v 
črevesni mikrobioti Zvišala pa se je koncentracija bakterijskih vrst, ki so ji pripadali 
probiotični sevi in delež bifidobakterij v črevesni mikrobioti. V retrospektivni študiji so 
Quin in sodelavci (2018) ugotovili hitrejšo kolonizacijo z bifidobakterijami pri otrocih, 
ki so bili izpostavljeni probiotičnim bakterijam. Kolonizacijo GIT z bifidobakterijami 
povezujejo z razvojem imunskega sistema in dvigom nivoja IgA v črevesju (Ouwehand 
in sod., 2002; Quin in sod., 2018). V dvojno slepi randomizirani študiji ProPACT so 
Doterrud in sod. (2010) pri otrocih mater, ki so uživale probiotično mešanico, v kateri je 
bil tudi sev L. rhamnosus GG, detektirali LGG v vzorcih blata otrok in sicer po 10-tih 
dneh pri 39 % in po 3 mesecih pri 46 % otrok. LGG se je edini izmed 3 probiotičnih 
sevov (Bb12, La5 in LGG) prenesel in koloniziral črevesje otroka ter se obdržal prve 3 
mesece. V mleku mater iz iste študije pa niso detektirali probiotičnih sevov (Simpson in 
sod., 2018). Lahtinen in sod. (2009) so potrdili, da kratkotrajno uživanje probiotičnega 
seva L. rhamnosus GG v pozni nosečnosti vpliva na črevesno kolonizacijo otroka z 
bifidobakterijami, vendar niso zasledili kolonizacije s probiotičnim sevom LGG. 
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3    MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Raztopine in gojišča 
3.1.1.1 Gojišča 
Vzorce humanega mleka smo nacepili na različna selektivna gojišča za štetje različnih 
skupin bakterij. Gojišča in njihove značilnosti so navedene v preglednici 9. 
Preglednica 9: Seznam uporabljenih selektivnih gojišč za mikrobiološko analizo vzorcev materinega 
kolostruma in mleka ter razmere za gojenje izbranih skupin bakterij 
Table 9: The list of selective cultivation media for microbiological analyses of human colostruma and 
milk samples and growth conditions for enumeration of selected groups of bacteria 













°C/48 – 72 h  
Bele kolonije 
(števno: 10 – 300 
kolonij/ploščo) 






°C/48 – 72 h 
Bele kolonije 
(števno: 10 – 300 
kolonij/ploščo) 






37 °C/48 – 72 h 
Bele kolonije 
(števno: 10 – 300 
kolonij/ploščo) 
ROGOSA  Merck 1.05413, 
Nemčija 
(uravnavanje ph do 
5,5 z ocetno kislino) 
Lactobacillus sp. ANAEROBNO 
37 °C/48 – 72 h  
Majhne, bele do 
rumene kolonije 
(števno: 10 – 300 
kolonij/ploščo) 
TOS agar z 
dodatkom 
mupirocina  
Yakult, Japonska  
Mupirocin – Merck 
1.00043, Nemčija 
(0,05 mg/ml gojišča)  
Bifidobacterium sp. ANAEROBNO 
37 °C/48 – 72 h 
Bele kolonije 
(števno: 10 – 300 
kolonij/ploščo)  
3.1.1.2 Raztopine 
Pri analizi smo uporabljali naslednje raztopine: 
—Anaerobni diluent smo pripravili tako, da smo v 2 l deionizirane vode (dH2O) na 
magnetnem mešalu pri 50–70 °C dodali 2 g peptona (Merck 1.07224, Nemčija), 4 g 
svinjske želatine (Fluka 48724-100G-F) in 1,114 g L-cistein hidroklorid 
monohidrata – CysHClxH2O (Merck 1.02839, Nemčija). Bistro raztopino smo 
avtoklavirali 15 min pri 121 °C.  
—Ringerjeva raztopina ¼ jakosti Za pripravo ¼ Ringerjeve raztopine smo raztopili 1 
tableto (Merck 1.15525, Nemčija) v 0,5 l dH2O ter raztopino avtoklavirali 15 min 
pri 121 °C. 
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3.1.2 Uporabljeni referenčni bakterijski sevi 
Pri ugotavljanju števila kopij gena za 16S rRNA (rDNA) v vzorcih humanega mleka in 
blata, z metodo PCR v realnem času (qPCR), smo pri pripravi standardne premice 
uporabili čiste kulture referenčnih sevov navedene v preglednici 10 (Streptococcus 
salivarius K12, Staphylococcus epidermidis IM 385, Enterococcus faecalis DSM 
20478, Lactobacillus gasseri K7 (LK7) IM 105, Bifidobacterium animalis subsp. lactis 
(Bb12), Bacteroides thetaiotaomicron DSM 2079, Clostridium clostridioforme DSM 
933, Clostridium leptum DSM 753 in Escherichia coli K12.  
Preglednica 10: Bakterijski sevi, uporabljena gojišča, razmere gojenja in ocena števila kopij za 
bakterijske operone, pri pripravi standardne premice za metodo qPCR (Matijašić - Bogovič in sod., 2014) 
Table 10: Bacterial strains, cultivation media, conditions and copy number estimates of traced bacterial 
operons in standard curve calibration for qPCR 









DSM 2079  
Modificiran M2 (Hobson, 
1969) 
anaerobno/ 37 °C/ 18 h 6* 
Bifidobacterium animalis 
subsp. lactis Bb12  
(Chr. Hansen Denmark) 
MRS (Merck 1.10661) + 
1% cistein hidroklorid 
(Merck 1.02839) 
aerobno/ 37 °C/ 18h 4* 
Clostridium clostridioforme  




anaerobno/ 37 °C/ 48 h 9* 





anaerobno/ 37 °C/ 48 h 9* 
Enterococcus faecalis  
DSM 20478 
M17 (Merck, 1.15029) aerobno/ 37 °C/ 48h 4* 
Escherichia coli K12 BHI (Merck, 1.10493) aerobno/37 °C/ 24h 7* 
Lactobacillus gasseri K7 
CCM 7710 in IM 105 
MRS (Merck, 1.10661) aerobno/ 37 °C/ 18h 6* 
Staphylococcus epidermidis 
IM 385 
BHI (Merck 1.13825) aerobno/ 37 °C/ 18h 1** 
Streptococcus salivarius 
K12 Blis Technologies 
Ltd., Dunedin, NZ 
BHI (Merck 1.13825) aerobno/ 37 °C/ 18h 1 *** 
CCM – Culture Collection of Dairy Microorganisms, Češka; DSM – German Collection of Microorganisms and 
Cell Cultures, Nemčija; IM Zbirka Inštituta za mlekarstvo in probiotike, Slovenija;  
1 Število kopij iskanih operonov gena 16S rDNA (iskani operoni) za posamezno vrsto iz baze zastopanosti 
ribosomalnih operonov (rrnDB) (Stoddard in sod., 2015). 
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3.1.3 Laboratorijska oprema in aparature 
— PCR v realnem času (Mx3000P Stratagene, ZDA); 
— Centrifuga (Mikro 22 R, Hettich Zentrifugen, Nemčija); 
— Sonikator – Soniprep 150 (MSE Scientific Instruments, VB);  
— Anaerobne vrečke in škatle (GENbox anaerobe; Biomerieux, Francija);  
— Magnetno mešalo (RCT basic, IKA Werke, Nemčija); 
— Petroff-Hauserjeva komora (Hausser Scientific Company, Horsham, PA, ZDA); 
— Nanodrop (NanoVue 4282; GE Healthcare Life Sciences, VB). 
— Elektronski števec 
3.2 METODE  
3.2.1 Potek raziskave in baza podatkov 
3.2.1.1   Zasnova raziskave in nabor prostovoljk  
Raziskava je del triletne prospektivne kohortne klinične študije z naslovom »Vloga 
humanega mleka v razvoju črevesne mikrobiote dojenčka« (J4-3606), ki je bila 
usmerjena v proučevanje prehrane nosečnic in doječih mater ter povezav med prehrano 
matere, maščobno kislinsko in mikrobno sestavo humanega mleka, ter začetnim 
razvojem črevesne mikrobiote ter zdravjem otrok. Študijo so izvajali raziskovalci 
Biotehniške fakultete, Univerze v Ljubljani v sodelovanju z raziskovalci Pediatrične 
klinike, Univerzitetnega kliničnega centra v Ljubljani. V študijo »Moje mleko« je bilo 
od decembra 2010 do oktobra 2012 vključenih 294 zdravih nosečnic do dopolnjenega 
26. tedna nosečnosti. Izključitveni kriteriji za nosečnice so bile avtoimunske kronične 
bolezni, akutne in kronične okužbe ter stanja, ki povečujejo možnost za prezgodnji 
porod. Vse matere prostovoljke so podpisale pisno privolitev o sodelovanju in uporabi 
osebnih podatkov ter podatkov otroka za namen raziskave. Raziskava je bila odobrena s 
strani Komisije za medicinsko etična vprašanja Republike Slovenije (32/07/10; 
38/02/12) in registrirana na spletnem portalu Clinical Trials.gov (NCT01548313).  
3.2.1.2   Potek raziskave in zbiranje podatkov 
V poglobljeno raziskavo, ki je poleg prehranskih navad vključevala tudi odvzem 
bioloških vzorcev, antropometrične meritve, zbiranje demografskih in okoljskih 
podatkov ter spremljanje zdravstvenega statusa otrok je privolilo 185 mater in njihovih 
otrok, študijo pa zaključilo 165 parov mama-otrok. Ker je bil primarni namen naše 
raziskave proučiti vpliv prehrane in nekaterih dejavnikov matere na razvoj mikrobiote 
materinega mleka in črevesne mikrobiote dojenčka, smo v raziskavo vključili 120 
parov, za katere smo imeli večino podatkov in bioloških vzorcev. Osnovne socio-
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demografske, antropometrične in ostale značilnosti udeleženk in otrok smo podali za 
162 parov. Zasnova mikrobiološkega dela raziskave je prikazana na sliki 4. Poleg 
rezultatov mikrobioloških analiz bioloških vzorcev (humani kolostrum in mleko, 
mekonij in blato otrok) smo iz osnovne baze zbranih podatkov za namen naše raziskave 
uporabili izbrane antropometrične in prehranske podatke za matere, podatke o načinu 
poroda ter prehrani otrok (izključno dojen, delno dojen). Posebno pozornost smo 
posvetili uživanju probiotikov pri materah med nosečnostjo in v času dojenja ter vplivu 
uživanja probiotikov na mikrobioto humanega mleka in blata otrok. Podatke o 
dolgoročnih prehranskih navadah mater smo pridobili s pomočjo dveh vprašalnikov o 
pogostosti uživanja živil (VPŽ) (angl. Food Frequency Questionnaire – FFQ). Z 
vprašalnikom o pogostosti uživanja rib, ribjih izdelkov in morskih sadežev ter ostalih 
prehranskih dopolnil (Priloga A1) smo pridobili podatke o načinu prehranjevanja 
udeleženk, ter uživanju rib, ribjih izdelkov in morskih sadežev (RRIMS). Z 
vprašalnikom o pogostosti uživanja probiotičnih izdelkov pa smo pridobili podatke o 
uživanju probiotičnih izdelkov, ki so zajeli probiotične fermentirane mlečne in 
rastlinske izdelke, probiotična prehranska dopolnila in OTC zdravila. Zaradi lažjega 
prepoznavanja so bili v vprašalniku vsi probiotični izdelki prikazani slikovno (primer: 
Priloga A2). 
 
Slika 4: Shematski prikaz zasnove mikrobiološke raziskave 
Figure 4: Study design of microbiological research 
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3.2.1.3   Pilotna študija vpliva probiotičnega seva Lactobacillus gasseri K7 na 
mikrobioto humanega mleka in blata otrok 
V randomizirani klinični študiji, v kateri smo proučevali vpliv uživanja probiotičnega 
seva Lactobacillus gasseri K7 (LK7) na mikrobioto humanega mleka in blata otrok, 
smo vključili manjšo skupino 33 prostovoljk, ki so bile pripravljene zadnji mesec 
nosečnosti uživati probiotični sev LK7. Sev LK7 je izolat iz blata teden dni starega 
dojenčka z in vitro in in vivo dokazanimi probiotičnimi lastnostmi (Bogovič in Rogelj, 
2000). Shranjen je v zbirki Inštituta za mlekarstvo in probiotike (BF, Oddelek za 
zootehniko, UL, kataloška številka IM 105) in v češki zbirki mikroorganizmov (Czech 
Collection of Microorganisms, kataloška številka CCM 7710). Po pisni privolitvi in 
randomizaciji so udeleženke študije prejele celotno zalogo probiotičnega pripravka v 
belih vrečkah iz aluminijaste folije. Vsaka vrečka je vsebovala dnevni odmerek 
probiotičnega pripravka (liofilizirano mleko v prahu s celicami seva LK7 v 
koncentraciji 2 × 109 KE/g). Mleko za izdelavo pripravka je bilo predhodno 
rekonstruirano iz posnetega mleka v prahu (10 ut. %). Udeleženke študije so zadnji 
mesec nosečnosti dnevno uživale probiotični pripravek. Potek študije je prikazan na 
sliki 5. Vse meritve, zbiranje podatkov in odvzem bioloških vzorcev so potekali skladno 
z osnovno raziskavo. 
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Slika 5: Diagram CONSORT za randomizirano klinično raziskavo s probiotičnim sevom L. gasseri K7 
(LK7) 
Figure 5: CONSORT diagram for randomized clinical study with probiotic strain L. gasseri K7 (LK7) 
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3.2.2 Odvzem in priprava bioloških vzorcev za mikrobiološke analize 
Vzorci humanega mleka in blata otrok so bili odvzeti po internih navodilih, kakor je 
opisano v nadaljevanju (poglavje 3.2.2.1 in 3.2.2.3). Vzorčenje je potekalo v treh 
časovnih obdobjih: v prvih treh dneh po porodu so bili odvzeti vzorci humanega 
kolostruma (M0), prvo otrokovo blato-mekonij (B0) in blato otrok 3 dni po rojstvu 
(B3), 4 tedne po porodu in 12–14 tednov po porodu pa vzorci humanega mleka (M30, 
M90) in blata otrok (B30, B90). Celoten postopek rokovanja z vzorci med in po 
odvzemu je potekal na način, ki zmanjša vplive na mikrobiološko sestavo vzorca. Vsi 
postopki pred in med mikrobiološko analizo so potekali v aseptičnem okolju in vsi 
uporabljeni materiali so bili predhodno sterilizirani. 
3.2.2.1   Odvzem vzorcev kolostruma in humanega mleka 
Matere prostovoljke, so pod nadzorom bolnišničnega osebja v porodnišnici, drugi ali 
tretji dan po porodu odvzele vzorec kolostruma (M0). Prvi vzorec mleka (M30) so 
matere darovale po štirih tednih po porodu in drugi med 12-im in 14-im tednom po 
porodu (M90). Prostovoljke so vzorce kolostruma in mleka odvzele ročno, brez uporabe 
črpalke in pred dojenjem otroka. Pred postopkom odvzema so si matere z milom in 
toplo vodo umile roke in dojki. Roke so si razkužile in sprale dojko s fiziološko 
raztopino. Dojki, področje bradavice in kolobarja so si dobro obrisale s čisto papirnato 
brisačko za enkratno uporabo. Prve kapljice mleka so zavrgle in nato 2–5 ml mleka 
iztisnile mleko neposredno v sterilno vzorčno posodico. Odvzem vzorcev humanega 
mleka je potekal posebej iz leve – L in desne – D dojke. Vzorci mleka so bili takoj 
zamrznjeni na –20 ºC, preneseni v laboratorij in do začetka analize shranjeni pri –80 ºC. 
3.2.2.2   Priprava vzorcev kolostruma in humanega mleka  
Odmrzovanje vzorcev je potekalo v mikrobiološki komori, pri sobni temperaturi. Pred 
analizo smo zabeležili naslednje podatke: šifra matere, datum odvzema vzorca in 
oznako vzorca (npr. LD0/30/90), barvo, količino ter datum analize. Odmrznjeno 
vsebino lončka smo dobro premešali, da smo zagotovili homogenost vzorca. Za 
klasično mikrobiološko analizo štetja bakterijskih kolonij na ploščah, smo zaradi 
majhne količine vzorca kolostruma pred analizo vzorec leve – L in desne – D dojke iste 
matere združili v enakem volumskem razmerju, vzorce mleka (M30) leve in desne iste 
matere pa analizirali ločeno. Za analize qPCR smo uporabili enakovredno volumsko 
razmerje vzorca L in D (1–2 ml). 1 ml vzorca smo uporabili za štetje bakterij na 
ploščah, ostanek 1–2 ml vzorca pa smo centrifugirali (3600 g/10 min/4 °C), s sterilnim 
filter papirjem previdno odstranili maščobo in odlili supernatant. Pelete z bakterijami 
smo do izolacije celokupne bakterijske DNA (Poglavje 3.2.4.2.) shranili pri –20 ºC. 
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3.2.2.3   Odvzem vzorcev mekonija in blata otroka 
Vzorce mekonija (B0) in prvega blata (B3) je odvzelo bolnišnično osebje v porodnišnici 
ob prvem izločanju otroka po porodu (B0), oziroma tretji dan po porodu (B3). Vzorce 
blata so postrgali iz plenic. Naslednje vzorce blata otroka (B30, B90) so matere odvzele 
doma, in sicer dan pred ali na dan obiska pri pediatru, kamor so dostavile vzorec. 
Matere so v vzorčne posodice za odvzem blata iz plenice dojenčka, odvzele 3 zvrhane 
žličke blata. Vzorčne posodice so označile s šifro in datumom odvzema ter do prihoda v 
ambulanto shranile v hladilniku. Vzorci blata so bili po sprejemu v ambulanti takoj 
zamrznjeni na –20 ºC, preneseni v laboratorij in do začetka analize shranjeni pri – 80 
ºC. 
3.2.2.4 Priprava vzorcev mekonija in blata otroka 
Pred analizo smo vzorce odmrznili v mikrobiološki komori, pri sobni temperaturi in 
zabeležili podatke, navedene na vzorcu: šifra matere, datum odvzema blata, oznaka 
vzorca (npr. B0, B30 ali B90), ter datum analize. V mikrobiološki komori smo na 
analitski tehtnici zatehtali 0,1 g vzorca blata v sterilne plastične centrifugirke in 
dopolnili do 10 g s približno 9,9 ml anaerobnega diluenta. Na vibracijskem mešalniku 
smo mešanico mešali do homogene raztopine blata. Za molekularno analizo črevesne 
mikrobiote smo v dveh paralelkah odpipetirali 1 ml primarne redčitve v sterilno 
mikrocentrifugirko. Raztopino blata smo centrifugirali pri 10 min/ 3600 g/ 10 °C in 
zavrgli supernatant. Pelete z bakterijami smo do izolacije celokupne bakterijske DNA 
(Poglavje 3.2.4.2) shranili pri – 20 ºC. 
3.2.3 Mikrobiološke analize bioloških vzorcev s klasično metodo štetja na ploščah 
Kolostrum in mleko smo analizirali s klasično metodo štetja na ploščah. Vzorce mleka 
smo razredčevali (10-krat) po Kochu z ¼ Ringerjevo raztopino do razredčitve, pri kateri 
smo po nacepljanju in inkubaciji dobili števne plošče (10–300 kolonij). Za štetje 
kultivabilnih bakterij smo 0,1 ml vzorca mleka in ustrezne razredčitve nanesli z 
razmazom na izbrana selektivna gojišča: BHI (mezofilne aerobne bakterije), M17 
(mlečnokislinske bakterije-MKB, predvsem laktokoki in enterokoki), TOS z 
mupirocinom (Bifidobacterium), ROGOSA (Lactobacillus), MRS (MKB, predvsem 
Lactobacillus). Nacepljena gojišča (MRS, ROGOSA in TOS z mupirocinom) smo 
inkubirali v škatlah z anaerobno atmosfero pridobljeno s sistemom GENbox anaerobe in 
generatorji (Biomeriux, Francija) pri temperaturi 37 °C (3–4 dni). Gojišča z BHI, M17 
in URI pa smo inkubirali aerobno pri temperaturi 37 °C (2 dni). Po inkubaciji smo 
prešteli značilne bakterijske kolonije s pomočjo elektronskega števca. Število 
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kolonijskih enot (KE) na ml vzorca smo izračunali po enačbi (1) (IDF Standard 100B, 
1991). 
   …(1) 
N … število kolonijskih enot v vzorcu (KE/ml oz. KE/g) 
ΣC … vsota vseh kolonij na števnih ploščah (10 – 300 kolonij) 
n1 … število plošč, uporabljenih v prvi razredčitvi, 
n2 … število plošč, uporabljenih v drugi razredčitvi, 
R … recipročni razredčitveni faktor najnižje razredčitve. 
3.2.4 Ugotavljanje sestave mikrobiote z molekularno-biološkimi metodami 
V vzorcih DNA, pridobljenih iz mleka in blata, smo z metodo qPCR ugotavljali število 
kopij gena za 16S rRNA (16S rDNA) posameznih bakterijskih skupin, na podlagi 
katerega smo ocenili število bakterij v analiziranih vzorcih. Izbrane vzorce (vzorce 13-
tih parov mama – otrok) smo analizirali tudi z masovnim sekvenciranjem pomnožkov 
16S rDNA, s čimer smo želeli pridobiti podrobnejši vpogled v individualno sestavo 
mikrobiote humanega mleka in blata otrok.  
3.2.4.1   Priprava standardnih vzorcev za qPCR 
Pri ugotavljanju mikrobiološke sestave zbranih vzorcev z metodo qPCR smo za 
standardne krivulje uporabili referenčne seve, navedene v preglednici 10. Število 
bakterij v vzorcih čistih kultur referenčnih sevov smo ugotavljali z metodo 
neposrednega štetja pod svetlobnim mikroskopom, v števni komori Petroff-Hausser 
(Hausser Scientific Company, Horsham, PA, ZDA). Pred štetjem smo izbrane 
referenčne seve iz mikrobne zbirke (hranjene pri – 80 °C) cepili v ustrezno sveže tekoče 
gojišče in gojili v razmerah, navedenih v preglednici 10. Istočasno smo bakterijske 
kulture tudi nacepili na trdna gojišča, z namenom štetja KE/ml. Koncentracija za štetje 
pod mikroskopom je bila primerna, ko smo imeli v vsaki najmanjši celici (0,0025 mm2), 
pod 400-kratno povečavo, 2–4 celice (pričakovana koncentracija bakterij 108 KE/ml). 
Predmetna stekelca Petroff-Hausser imajo na poglobljenem delu vgravirano 
standardizirano mrežo. Razdalja med mrežo in krovnim stekelcem je 0,02 mm in 
površina malih kvadratov je 1/25 mm2 (V = 0,0008 mm3). Prešteli smo število bakterij v 
5 malih kvadratih po diagonali. Iz 10 meritev smo izračunali povprečno koncentracijo 
celic v znanem volumnu vzorca v števni komori pri izbrani razredčitvi. Število bakterij 
smo preračunali v število kopij gena za 16S rRNA pri posameznem referenčnem sevu s 
pomočjo podatkov o povprečnem številu kopij tega gena pri različnih bakterijskih 
vrstah, ki smo jih poiskali v podatkovni bazi rrnDB – The Ribosomal RNA Database 
(Stoddard in sod., 2015). 
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Pred izolacijo DNA smo suspenzije referenčnih sevov prenesli v centrifugirke in 
centrifugirali 10 min pri 3600 g in 4 °C. Pelet smo dvakrat sprali z 10 ml Ringerjeve 
raztopine (¼). Pri pripravi standardov za analize vzorcev blata smo usedlini čiste 
referenčne bakterijske kulture dodali 1 ml razredčene suspenzije blata (1:1000) v 
anaerobnem diluentu, ki smo ga pred tem 2-krat zapored avtoklavirali in obsevali z UV 
svetlobo, da bi razgradili prisotno bakterijsko DNA. Tako smo simulirali vpliv 
fekalnega matriksa, ki lahko vpliva na učinkovitost izolacije celokupne bakterijske 
DNA in na učinkovitost reakcije PCR. Suspenzijo smo centrifugirali 10 min pri 3600 g 
in 4 °C, ter supernatant zavrgli. Iz na oba načina pripravljenih peletov, ki so vsebovali 
celice referenčnih sevov, smo izolirali celokupno DNA (poglavje 3.2.4.2). 
3.2.4.2   Izolacija celokupne bakterijske DNA 
Pelete mleka, blata in standardnih vzorcev smo resuspendirali v 500 µl pufra TE, ki je 
vseboval 5 mg/ml lizocima (Sigma, L6876) in 5 U/ml mutanolizina (Sigma, M9901). 
Encimska razgradnja celične stene je potekala naslednji 2 uri pri 37 °C. Zatem smo 
razbili celice še s sonikatorjem Soniprep 150 (MSE Scientific Instruments, VB). 
Sonikacija je potekala (ob sočasnem hlajenju v raztopini ledu in vode) v treh ciklih po 
30 s delovanja in 15 s odmora. Po sonikaciji smo celoten vzorec prenesli v kartušo 
kompleta za izolacijo DNA Maxwell 16 DNA Purification Kit (AS1030, Prn, ZDA) ter 
izpeljali postopek izolacije celokupne DNA z napravo MaxwellTM 16 AS1000 (Prn, 
ZDA). Po končanem postopku, narejenem po navodilih proizvajalca, smo DNA eluirali 
s 300 µl elucijskega pufra z dodano RNAzo (0,6 µl). 
3.2.4.3   Bakterijske skupine in ZO za qPCR  
Za qPCR smo uporabili ZO, specifične za naslednje skupine bakterij: vse bakterije, rod 
Staphylococcus, rod Streptococcus, rod Enterococcus, rod Bifidobacterium, rod 
Lactobacillus, skupina Bacteroides-Prevotella, skupina Clostridium coccoides, skupina 
Clostridium leptum, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Lactobacillus 
gasseri in družina Enterobacteriaceae. Za kvantifikacijo večine bakterijskih skupin smo 
za tarčni gen izbrali 16S rDNA. Izjema sta rodova Staphylococcus in Streptococcus ter 
vrsta Staphylococcus epidermidis, pri katerih smo za tarčne gene izbrali tuf ali dnaJ. 
Izbrani ZO so navedeni v preglednici 11. 
3.2.4.4   Kvantifikacija izbranih bakterijskih skupin v vzorcih s qPCR 
Pred začetkom analize smo testirali učinkovitost pomnoževanja v reakciji, s primerjavo 
med pomnoževanjem vzorcev DNA iz bioloških vzorcev ter standardnih vzorcev za 
vsak par ZO posebej. Razlika v učinkovitosti pomnoževanja vzorcev DNA iz bioloških 
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vzorcev in standardne DNA ni smela presegati 5 %. Glede na pričakovano število kopij 
tarčnih genov izbranih skupin mikroorganizmov v bioloških vzorcih smo pripravili 2-
kratne zaporedne razredčitve standardne DNA.  
Preglednica 11: Začetni oligonukleotidi in parametri reakcij za qPCR  
Table 11: Oligonucleotide primers and qPCR protocols 
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1prilagojen program PCR 
Umeritvena premica standardov je vsebovala vsaj 6 redčitev DNA iz standardnih 
vzorcev (1: 2) v linearnem območju, znotraj 1–8 log. Na spektrofotometru (NanoVue 
4282; GE Healthcare Life Sciences, Velika Britanija) smo izmerili tudi koncentracijo 
DNA, izolirane iz povprečnih vzorcev blata in mleka. Začetna koncentracija celokupne 
DNA, izolirane iz vzorcev mleka, je bila približno 5–20 ng/µl, koncentracija DNA iz 
blata pa 5–65 ng/µl. Vzorce DNA smo redčili s sterilno dH2O do koncentracije DNA 10 
ng/μl. Reakcijska mešanica (20 μl) za qPCR je vsebovala 15 μl 1 × KAPA SYBR FAST 
Universal 2 × qPCR Master Mix (Kapa Biosystems, KK4601), 0,2 µM vsakega ZO in 
5 μl razredčene DNA standardnega vzorca oziroma 5 μl 10-krat razredčene DNA iz 
mleka ali blata. Za negativno kontrolo reakcije (NTC – angl. non-template control) smo 
uporabili 5 μl sterilizirane dH2O. Reakcija je potekala v aparatu Stratagene Mx3000P 
(Stratagene, La Jolla CA 92037, ZDA) po programu, postavljenem glede na izbrane ZO 
in pričakovano dolžino pomnožkov, čemur smo prilagodili optimalno temperaturo in 
čas prileganja posameznega ZO in število ciklov (preglednica 11). V vsaki reakciji 
qPCR smo vključili zaporedne redčitve (1:2) standardnih vzorcev in negativno kontrolo 
s sterilno dH20 (NTC). Umeritveno premico smo določili z linearnim odnosom med 
številom ciklov, potrebnih za dosego pražnega cikla (Ct) in log števila kopij tarčnih 
genov v vzorcih z DNA. Število kopij tarčnega gena v DNA v preiskovanih vzorcih 
smo tako izračunali iz umeritvenih premic, narejenih s standardnimi vzorci, s pomočjo 
programske opreme sistema Stratagene Software Mx3000P (Stratagene, ZDA). Pri vseh 
analizah smo naredili dve ponovitvi reakcije qPCR, pri čemer je bil vsak vzorec 
analiziran v dveh paralelkah. V kolikor je bila razlika v vrednosti ciklov med 
nadaljevanje Preglednice 11:  Začetni oligonukleotidi in parametri reakcij za qPCR 
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ponovitvama (Δ Ct) višja od 0,5 cikla, smo analizo vzorca ponovili. Razlika v 
učinkovitosti dveh ponovitev reakcije, izračunanih iz naklona standardne premice, ni 
smela presegati 5 %. 
3.2.4.4.1   Določanje meje detekcije in specifičnost kvantifikacije 
Rezultate smo po končani reakciji qPCR analizirali z računalniškim programom MxPro 
QPCR Software (Stratagene, ZDA). V programu smo izbrali avtomatsko nastavitev 
bazne linije. Vrednost meje, pražni cikel (Ct), smo nastavili ročno ali avtomatsko glede 
na teoretično mejo, pri kateri se pomnožijo vsaj 3 kopije tarčnega zaporedja. Teoretična 
meja detekcije (angl. limit of detection LOD) je bila izračunana iz enačbe standardne 
krivulje in števila ciklov v programu. Spodnjo mejo detekcije smo določili glede na 
zanesljivost kvantifikacije. Med številoma Ct, ugotovljenima pri vzorcih in negativni 
kontroli (NTC), je bilo vsaj 3,3 cikle razlike. Specifičnost pomnoževanja smo 
ugotavljali na osnovi disociacijske krivulje, narejene po vsaki reakciji. Pri segrevanju do 
končnih 95 C se vsakih 0,5 C dviga temperature beleži flourescenca. Enaki pomnožki 
DNA imajo enako temperaturo tališča in isti položaj vrha disociacijske krivulje, ki 
prikazuje odvod spremembe flourescence v odvisnosti od temperature. Pomnožki z 
različnim zaporedjem nukleotidov se med seboj ločijo po različni temperaturi tališča 
DNA (položaj vrha krivulje). Rezultatom vzorcev pod mejo detekcije smo pripisali 
polovično vrednost meje detekcije, za namene statistične analize z neparametričnimi 
testi. 
3.2.4.5   Masovno sekvenciranje gena 16S rDNA 
Izbrane vzorce humanega mleka smo analizirali tudi z masovnim sekvenciranjem 
pomnožkov 16S rDNA. Izbrali smo 14 parov mama-otrok, pri katerih smo zbrali vse 3 
biološke vzorce: kolostrum in mleko po 30 dneh in 90 dneh in po 50 μl vzorca izolirane 
DNA poslali v laboratorij (Parque Científico de Madrid), kjer so pripravili knjižico 
pomnožkov in izvedli sekvenciranje na platformi Illumina Mi Seq (Illumina Inc., San 
Diego, ZDA). 
Osnovno analizo rezultatov sekvenciranja so opravili v podjetju Era7 Information 
Technologies (Granada, Španija). Zaporedja pa so na podlagi podobnosti gena 16S 
rDNA (> 97 %) razvrstili v operativne taksonomske enote (OTU) s pomočjo podatkovne 
baze NCBI in algoritma povprečne oddaljenosti UPARSE (Edgar, 2013) opravili na 
Katedri za mikrobiologijo in mikrobno biotehnologijo (UL, Biotehniška fakulteta, 
Oddelek za zootehniko). Sledila je anotacija sekvenc in umeščanje v že znane 
taksonomske enote s programom Mothur (Schloss in sod., 2009). 
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3.2.5 Zbiranje podatkov in statistična analiza 
Raziskovalci so študijo »Moje mleko« predstavili potencialnim udeleženkam v 
raziskavi na predstavitvenih srečanjih ali na predavanjih v okviru Šole za starše. 
Nosečnice do 33 tedna nosečnosti, ki so se odločile sodelovati, so podpisale izjavo o 
privolitvi za sodelovanje v raziskavi. Podatki pridobljeni v študiji, so bili uporabljeni 
izključno za namen raziskave, udeleženke pa so bile v podatkovni bazi vodene pod 
šiframi. Informacije o socio-demografskih in splošnih podatkih, zdravstvenem stanju 
udeleženk in antropometrične meritve (višina, telesna masa pred zanositvijo, prirast TM 
v nosečnosti) smo pridobili iz baze podatkov klinične študije. Iz podatkov o telesni masi 
in telesni višini smo izračunali indeks telesne mase (ITM) udeleženk po enačbi (2) 
(WHO, 1995).  
…(2) 
 
Prehranske navade in oceno vnosa probiotičnih izdelkov med slovenskimi nosečnicami 
in doječimi materami in otroki smo preverjali s pomočjo Vprašalnika o pogostosti 
uživanja živil – VPŽ (angl. Food Frequency Questionnaire, FFQ). Sestavili smo dva 
vprašalnika, ki sta pokrivala dve področji prehrane: vprašalnik o pogostosti uživanja rib, 
ribjih izdelkov in morskih sadežev (v nadaljevanju RRIMS) (VPŽ/R; Priloga A1) in 
vprašalnik o pogostosti uživanja probiotičnih mlečnih ali sojinih izdelkov (PMSI) in 
probiotičnih prehranskih dopolnil (PPD) (VPŽ/P; Priloga A2). Zaradi lažjega 
prepoznavanja so bili v vprašalniku vsi probiotični izdelki prikazani slikovno. 
Vprašalnik (VPŽ/P, priloga A2) je bil sestavljen iz dveh delov. Prvi del je vseboval 
slikovni seznam 25 različnih PPD in OTC zdravil, drugi del pa 36 fermentiranih 
mlečnih in sojinih izdelkov (PMSI). Udeleženke so se pri pogostosti uživanja odločale 
med dvema frekvencama uživanja: občasno (manj kot enkrat mesečno) ali redno (več 
kot enkrat tedensko). Nekatere udeleženke so označile samo en ali dva izdelka 
redno/občasno, druge so označile tri ali več izdelkov z redno/občasno. Za statistično 
analizo smo opisanima spremenljivkama (redno, občasno) pripisali vrednosti (uteži). 
Ocenili smo, da matere, ki uživajo 4 izdelke občasno (približno 1-krat mesečno), 
uživajo probiotične izdelke enako pogosto kot matere, ki uživajo en izdelek redno (vsaj 
1-krat tedensko). V skladu s tem smo opisni spremenljivki »redno« pripisali utež 4 in 
opisni spremenljivki »občasno« pripisali utež 1. V primeru, da prehranskega dopolnila 
niso uživale, se pri frekvenci uživanja niso opredelile. Tak primer smo pri beleženju 
zavedli pod »ne uživa« in pripisali utež 0. Prvi del vprašalnika VPŽ/P-B je vseboval 
tudi vprašanje o občasnem in rednem dajanju probiotičnih prehranskih dopolnil otroku 
(PPDO), kjer smo ločili samo uživa/ne uživa. Pogostost uživanja izbranih komercialnih 
probiotičnih izdelkov (PMSI) in probiotičnih prehranskih dopolnil ter OTC zdravil 
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(PPD) med slovenskimi nosečnicami je podrobneje opisana v diplomski nalogi Kekec 
(2015). 
Prehranske navade uživanja rib, ribjih izdelkov in morskih sadežev in je na celotnem 
vzorcu udeleženk študije »Moje mleko« analiziral Evgen Benedik v svoji doktorski 
nalogi (Benedik, 2015). Prehranske navade uživanja RRIMS smo proučevali s pomočjo 
frekvenčnega vprašalnika, kjer so udeleženke ocenjevale pogostost uživanja morskih 
rib, sladkovodnih rib, morskih sadežev in ribjih izdelkov (konzerve, paštete, namazi). 
Udeleženke so navedle način priprave živil (uživanje surovih, prekajenih, pečenih, 
dušenih, ocvrtih rib) in pogostost uživanja (nikoli/ enkrat letno/dvakrat letno/enkrat 
mesečno/dva- do trikrat mesečno/enkrat tedensko/dvakrat tedensko/trikrat tedensko/ več 
kot štirikrat tedensko) ter velikost porcije (mala = 100 g, srednja= 125 g, 
velika = 175 g). Vprašalnik VPŽ/R je vseboval tudi vprašanje o načinu prehrane in 
matere so izbirale med sledečimi možnostmi: 1-Uživam meso in ribe; 2-Uživam ribe, ne 
mesa; 3-Uživam meso, ne rib; 4-Sem lakto-ovo-vegetarijanka; 5-Sem lakto-
vegetarijanka; 6-Sem veganka. Vprašalnik je vseboval tudi vprašanje o uživanju 
prehranskih dopolnil, kjer so udeleženke navedle katera prehranska dopolnila uživajo, 
kako pogosto in koliko. Udeleženke so izpolnjene vprašalnike vrnile odgovornemu 
raziskovalcu, ki jih je v primeru nejasnosti ponovno kontaktiral. 
Vse socio-demografske podatke, podatke o zdravstvenem stanju in antropometrične 
meritve udeleženk, rezultate vprašalnikov ter analiz bioloških vzorcev smo zbrali in 
uredili v programu Microsoft Excel 2013. Rezultate mikrobioloških analiz smo 
pretvorili v logaritemsko obliko. Rezultatom štetja na ploščah, ki so bili pod mejo 
detekcije (< 100 KE/ml), smo pripisali polovično vrednost meje detekcije, rezultatom 
štetja na ploščah) nad mejo detekcije ( > 300 KE/ml) pa 2-kratno vrednost zgornje meje 
detekcije. Enako smo rezultatom analize qPCR, ki so bili pod pražnim ciklom (»No 
Ct«) pripisali polovično vrednost najnižje mejne vrednosti v 6 ponovitvah analize. 
Podatke izbranih bakterijskih skupin smo pretvorili v deleže, glede na vrednost števila 
kopij pridobljenega univerzalnim OZ (vse bakterije) v vsakem vzorcu posebej. Pri 
multipli linearni regresiji smo uporabili logit transformacijo deležev po enačbi (3).  
logit = log (p/1-p)                                                                                                       ...(3) 
p... delež bakterijske skupine v vzorcu glede na vse bakterije 
3.2.5.1   Statistična analiza podatkov 
Za statistično analizo smo uporabili program SPSS 22.0, 64-bit za Windows 2013 
(IBM, SPSS, Chicago, IL, ZDA). Statistične metode smo izbirali na podlagi vrste 
zbranih podatkov (opisni, številski) in naših zastavljenih hipotez. V statistično analizo 
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podatkov so zajeti samo tisti pari spremenljivk, pri katerih smo imeli na voljo oba 
podatka za posamezno udeleženko, zato se število udeleženk v posameznih testih 
razlikuje. Vzroki za nižje število podatkov/rezultatov v raziskavi so tudi odsotnost 
biološkega vzorca in nepopolno izpolnjen vprašalnik. Uporabili smo različne statistične 
pristope za analizo zbranih podatkov: univariatno analizo (opisna statistika), bivariatno 
in multivariatno analizo. Pri vseh statističnih testih smo upoštevali stopnjo tveganja p = 
0,05. Pomemben pogoj pri izboru metod za statistično analizo podatkov je ustrezanje 
proučevanih spremenljivk normalni porazdelitvi. Ta pogoj smo preverili s testi odmika 
porazdelitve spremenljivk od normalne porazdelitve (Kolmogorov-Smirnov test in 
Shapiro-Wilk test) (Bastič, 2006). 
3.2.5.1.1   Univariatna analiza  
Univariatne metode so primerne za analizo podatkov, kadar pri vsaki enoti proučujemo 
le eno značilnost (spremenljivko). Opisna analiza podatkov vključuje izračune različnih 
srednjih vrednosti (aritmetična sredina, mediana), določanje standardnih odklonov, 
maksimalne in minimalne vrednosti ter frekvenčne porazdelitve naših spremenljivk. 
Osnovne podatke o udeleženkah in pogostosti uživanja probiotikov smo številčno ter v 
odstotnih deležih prikazali v preglednicah 13 in 14. Za grafičen prikaz smo uporabili 
program Microsoft Excel 2013 in program SPSS.  
3.2.5.1.2   Bivariatna statistična analiza 
Z bivariatnimi statističnimi analizami raziskujemo zvezo ali povezanost med dvema 
spremenljivkama. Pri analizi povezanosti dveh opisnih spremenljivk smo uporabili 
metodo Hi-kvadrat (v nadaljevanju χ2). Zaradi porazdelitve številskih spremenljivk, ki 
ne ustreza normalni porazdelitvi, smo pri statistični analizi uporabili neparametrične 
statistične teste. Pri ugotavljanju vpliva različnih dejavnikov na število/delež bakterij v 
vzorcih mleka/blata smo pri zveznih številskih spremenljivkah uporabili korelacijsko 
analizo za ugotavljanje moči povezave med dvema spremenljivkama s Spearmanovim 
korelacijskim koeficientom (v nadaljevanju rs). Za ugotavljanje razlik med dvema 
neodvisnima vzorcema smo uporabili Mann-Whitney U-test (v nadaljevanju MW test). 
Za ugotavljanje razlik med več kot dvema neodvisnima vzorcema pa smo uporabili 
Kruskal-Wallisov test (v nadaljevanju KW test). Pri statistični analizi povezanosti med 
odvisnimi vzorci pa smo uporabili Wilcoxonov test predznačenih rangov in Friedmanov 
test (Bastič, 2006). 
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3.2.5.1.3   Multivariatna statistična analiza 
Pri multivariatni analizi smo uporabili multiplo linearno regresijsko analizo in metodo 
glavnih komponent (angl. Principal Component Analysis- PCA). Metodo glavnih 
komponent smo uporabili z namenom, da bi ugotovili povezave med zastopanostjo 
bakterijskih skupin v mleku in blatu otroka v različnih časovnih okvirih. Pri tej metodi 
osnovni nabor spremenljivk, na podlagi medsebojnih soodvisnosti, preslikamo v 
množico novih spremenljivk, ki jih imenujemo glavne komponente. Glavne 
komponente se izražajo kot linearna kombinacija osnovnih spremenljivk in ohranjajo 
njihovo skupno variabilnost. Prva komponenta pojasni največji del celotne variance 
osnovnih spremenljivk. Vse naslednje komponente so določene tako, da so neodvisne 
med seboj ter pojasnijo kar največji variabilni del nepojasnjene variance. Če so 
izhodiščne spremenljivke bolj povezane (koeficient kovariance oz. korelacije) lahko 
večji del celotne variance pojasnimo s prvimi komponentami in nadaljnje komponente 
zanemarimo. Uporaba metode je smiselna, če so spremenljivke med seboj povezane, kar 
lahko testiramo s Kaiser-Meyer-Olkinovo mero (KMO), ki zavzema vrednosti nad 0,6 
(Košmelj, 2007b). Z multiplo linearno regresijsko analizo smo poskušali povezati 
odvisno spremenljivko (koncentracija bakterijskih skupin v vzorcih) z neodvisnimi 
spremenljivkami (starost, način poroda, prehrane otroka in matere, uživanje PPD in 
PMSI, ITM matere, prirast TM,…) ter jo izraziti v obliki regresijskega modela. 
Povezave med koncentracijo izbranih bakterijskih skupin v vzorcih in različnimi 
dejavniki, ki smo jih preverjali z regresijsko analizo, smo predhodno filtrirali z 
neparametričnimi testi MW in KW in v model vključili le tiste s statistično značilnostjo 
p < 0,1. Odvisne spremenljivke (deleže mikrobne DNA v vzorcih mleka) smo pred 
analizo transformirali s funkcijo logit (3). 
3.2.5.1.4   Prikaz rezultatov  
Primerjavo razlik med dejavniki in spremenljivko število bakterij (KE/ml in kopije/ml, 
kopije/g) smo v nalogi prikazovali s kvantilnimi diagrami (okvir z ročaji) na sliki 6. 
Okvir z ročaji prikazuje obliko porazdelitve, pogojni minimum (spodnji ročaj), pogojni 
maksimum (zgornji ročaj), kvartilni razmik (IQR), kvartile in osamelce. Okvir določata 
kvartila Q1 in Q3, njegova prečka pa je mediana. Dolžina okvira nam pove kvartilni 
razmik (razpršenost vrednosti spremenljivke), širina pa nima pomena (Košmelj, 2007a).  
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Slika 6: Interpretacija rezultatov s pomočjo kvantilnega diagrama. Okvir in ročaji kvantilnega diagrama 
prikazujejo porazdelitev spremenljivke (kvartilni razmik), srednja črta je mediana, ročaj (1,5 dolžine 
kvartilnega razmika) in krogci so osamelci (> 1,5 dolžine kvartilnega razmika). 
Figure 6: Interpretation of results with boxplot. The box and whiskers plots represent the medians and 
interquartile ranges; whiskers (1,5 interquartile range), circles are outliers (1,5 of interquartile ranges).  
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4   REZULTATI 
4.1 PODATKI O UDELEŽENKAH V RAZISKAVI 
Za sodelovanje v poglobljeni raziskavi, ki je poleg spremljanja prehranskih navad, 
vključevala odvzem bioloških vzorcev in antropometrične meritve, se je prijavilo 185 
nosečnic, vendar je zaradi osebnih razlogov ali zdravstvenih zapletov v nosečnosti, že 
pred prvim obiskom odstopilo 13 prostovoljk. Od preostalih 172 udeleženk je študijo 
skupaj z novorojenci, zaključilo 162 (94 %) udeleženk. Podatki o socio-demografskih in 
antropometričnih značilnostih udeleženk ter njihovih otrok v raziskavi, primerjava naših 
podatkov s podatki za porodnice ter otroke v Sloveniji za leto 2012 (IVZ, 2014) in 
podatki nekaterih drugih raziskav, so podani v preglednicah 12 in 13. 
Preglednica 12: Socio-demografske, antropometrične in ostale značilnosti udeleženk v poglobljeni 
raziskavi »Moje mleko« ter primerjava s podatki za nosečnice v Sloveniji (IVZ, 2014; Prosen in Poklar-
Vatovec, 2011b). Številskim spremenljivkam smo izračunali aritmetično sredino in standardni odklon (s); 
opisnim ordinalnim spremenljivkam pa odstotne deleže. 
Table 12: Socio-demographic, anthropometric and other characteristics of participants included in the in-
depth study »My milk« and comparison with data for pregnant women in Slovenia (IVZ, 2014; Prosen in 
Poklar – Vatovec, 2011b). Numerical data are presented as arithmetic mean, range (standard deviation), 
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»MOJE MLEKO«  
 




(N = 21405) 
VIR 
  
Starost mater: 30,6 (+/- 4,2) let 30,4 IVZ, 2014 
1) Do 19 let / 1,0 % (219)  
2) 20-24 let 6,8 % (11) 11,8 % (2518)  
3) 25-29 let 35,8 % (58) 33,9 % (7255)  
4) 30-34 let 37,0 % (60) 36,3 % (7774)  
5) 35-39 let 18,5 % (30) 14,5 % (3098)  
6) 40-44 let 1,9 % (3) 2,4 % (515)  
7) Nad 45 let / 0,1 % (26)  
Izobrazba:      
1) Poklicna šola 1,2 % (2) 9,7 % (2080) IVZ, 2014 
2) Srednja šola 16 % (26) 32,3 % (6923)  
3) Višja, univerzitetna ali več 77,9 % (126) 37,7 % (8074)  
4) Ni podatka 4,9 % (8) 17,2 % (3688)  




1) ITM < 25 83,3 % (135) 72,7 % (24) 
2) ITM 25,1-30 10,5 % (17) 18,2 % (8) 
3) ITM > 30  6,2 % (10) 9,1 % (4) 
Prirast TM** mater med 
nosečnostjo: 





1) ITM < 20 13,1 +/- 3,5 16,3 +/-7,3 
2) ITM 20,1-25 15,1 +/- 4,5 11,6 +/-5,35 
3) ITM 25,1-30  13 +/- 4,6  8,1 +/-3,94 
4) ITM > 30 11,5 +/- 5,4 9,0 +/-3,82 
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nadaljevanje Preglednice 12: Socio-demografske, antropometrične in ostale značilnosti udeleženk v 
poglobljeni raziskavi »Moje mleko« ter primerjava s podatki za nosečnice v Sloveniji (IVZ, 2014; Prosen 
in Poklar-Vatovec, 2011b). Številskim spremenljivkam smo izračunali aritmetično sredino in standardni 





UDELEŽENKE V ŠTUDIJI 
»MOJE MLEKO«  
 









1) Uživa meso in ribe 87,0 % (141) Ni podatka / 
2) Uživa meso, ne rib 2,5 % (4)     
3) Uživa ribe, ne mesa 6,2 % (10)     
4) Vegetarijanka, veganka 2,5 % (4)     
5) Ni podatka 1,8 % (3)     
*ITM – Indeks telesne mase 
**TM –telesna masa 
 
Preglednica 13: Perinatalne, antropometrične in ostale značilnosti otrok, vključenih v študijo »Moje 
mleko« ter primerjava s podatki za otroke, rojene v Sloveniji (IVZ, 2014; Drglin, 2014). Številskim 
spremenljivkam smo izračunali aritmetično sredino in standardni odklon (s); opisnim ordinalnim 
spremenljivkam pa odstotne deleže. 
Table 13: Perinatal, anthropometric and other characteristics of children included in the »My milk« 
survey and comparison with data for children born in Slovenia (IVZ, 2014; Drglin, 2014). Numerical data 




OTROCI UDELEŽENK V 
ŠTUDIJI »MOJE 
MLEKO«  








Način poroda:    
1) Vaginalni porod 76,5 % (124) 81,1 % (17357) IVZ, 2014 
2) Carski rez 18,5 % (30) 18,9 % (4045)   
3) Ni podatka 4,9 % (8)    /  
Gestacijska starost otroka: 39,05 (+/- 1,6) tednov    
1) Donošen (> 37 tednov) 88,7 % (149) 92,9 % (20141) IVZ, 2014 
2) Nedonošen (< 37 tednov) 7,1 % (12) 7,1 % (1553)  
3) Ni podatka 4,2 % (7)    / 
 
Spol otroka:     
1) Deček 50,0 % (84) 51,6 % (11201) IVZ, 2014 
2) Deklica 46,4 % (78) 48,4 % (10493)  
3) Ni podatka 3,6 % (6)  /  
Telesna masa otroka ob rojstvu: 3308,7 (+/- 537,3)g   
1) pod 2500 g 6,6 % (11) 6,0 % (1312) IVZ, 2014 
2) 2500-2999 g 19,6 % (33) 14,9 % (3222)  
3) 3000-3499 g 33,3 % (56) 38,1 % (8270)  
4) 3500-3999 g 27,4 % (46) 31,2 % (6768)  
5) 4000-4499 g 8,3 % (14) 8,7% (1882)  
6) 4500-4999 g / 1,0 % (224)  
7) 5000 g 0,6 % (1) 0,1 % (16)  
8) Ni podatka 4,2 % (7) /  
Telesna dolžina otroka ob 
rojstvu: 
51,13 (+/-2,32) cm Ni podatka / 
          
Način hranjenja: Po 30 dneh: Po 90 dneh:                     
1) Izključno dojenje 109 (71,7 %)  101 (67,3 %) Po 30 dneh: Po 5 mesecih:   
2) Delno dojenje 42 (27,6 %)  40 (26,7 %)  83,1 % 40 %             Drglin, 2014 
            
 Trajanje dojenja: 9,4 (+/-3,2) mesecev 10,2 mesecev   
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4.2 MIKROBIOTA HUMANEGA KOLOSTRUMA IN MLEKA 
4.2.1 Velikost mikrobnih populacij izbranih skupin v humanem kolostrumu in 
mleku 
4.2.1.1 Velikosti izbranih mikrobnih populacij v vzorcih kolostruma in mleka določene 
z metodo štetja na ploščah 
Vzorce kolostruma in mleka smo cepili na različna, delno selektivna gojišča in s štetjem 
zraslih kolonij ugotavljali prisotnost in velikost populacij mezofilnih aerobnih bakterij 
(BHI), MKB – predvsem laktokokov in enterokokov (M17), MKB – predvsem 
laktobacilov (MRS), laktobacilov (ROGOSA), bifidobakterij (TOS). Stafilokokov in 
streptokokov, ki so pomembni predstavniki mikrobne populacije kolostruma in mleka, 
nismo določali posebej, ampak so prevladujoči predstavniki mezofilne aerobne 
mikrobiote (gojišče BHI). Rezultati so prikazani na sliki 7 in v preglednici 14. 
 
Slika 7: Kvantilni diagram števila bakterij (log KE/ml) v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, M90), 
zraslih na gojiščih: MRS, BHI, M17, TOS, ROGOSA. Statistično značilne razlike med vzorci mleka 
glede na čas odvzema, so označene z zvezdico sive barve (Wilcoxonov test predznačenih rangov) in črne 
barve (Friedmanov test) (*p < 0,05; **p < 0,01). Okvir kvantilnega diagrama prikazuje mediano, kvartilni 
razmik (IQR) in ročaja na dolžini 1,5 × IQR ter osamelce > 1,5 × IQR. 
Figure 7: Boxplot of microbial cell counts (log CFU/ml) in colostrum (M0) and milk samples (M30, 
M90) grown on MRS, BHI, M17, TOS, ROGOSA agar plates. Stars indicate statistical significance 
between time points by Wilcoxon (grey *p < 0,05; **p < 0,01) and Friedman (black *p < 0,05; **p < 
0,01) test. The box and whiskers plots represent the medians and interquartile ranges (IQR); whiskers (1,5 
× IQR) and circles outliers (> 1,5 × IQR). 
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Preglednica 14: Velikosti mikrobnih populacij (log KE/ml) v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, 
M90), določene z metodo štetja na hranljivih gojiščih MRS, BHI, M17, TOS, ROGOSA. Prikazane so 
mediane (log) KE/ml, variacijski razmik (minimum, maksimum) in število ter delež (%) vzorcev nad 
mejo detekcije. 
Table 14: The size of microbial populations (log CFU/ml) in colostrum (M0) and milk (M30, M90) 
samples determined by counting method on MRS, BHI, M17, TOS and ROGOSA agar plates. Data are 
presented as medians of concentration log CFU/ml, range (min–max), and ratio (%) of samples above the 













vzorcev nad mejo 
detekcije 
GOJIŠČE (n) KE/ml log (KE/ml) log (KE/ml) n (%) 
  M0 113 8,70E+03 3,94 1,70-5,13 107 (94,7 %) 
BHI M30 84 5,94E+03 3,77 1,70-6,17 82 (97,6 %) 
  M90 78 1,89E+03 3,28 1,70-5,78 74 (94,9 %) 
  M0 113 1,75E+03 3,24 1,70-4,78 99 (87,6 %) 
MRS M30 84 1,76E+03 3,24 1,70-5,58 83 (98,8 %) 
  M90 78 6,20E+02 2,79 1,70-5,40 65 (83,3 %) 
  M0 113 2,91E+03 3,46 1,70-4,78 101 (89,4 %) 
M17 M30 84 2,95E+03 3,47 1,70-5,88 83 (98,8 %) 
  M90 78 1,61E+03 3,21 1,70-5,88 75 (96,2 %) 
  M0 102 2,40E+02 2,38 1,70-4,78 60 (58,8 %) 
TOS M30 84 5,00E+01 1,7 1,70-5,07 35 (41,7 %) 
  *M90 78 5,00E+01 1,7 1,70-4,54 14 (17,9 %) 
  M0 101 5,00E+01 1,7 1,70-4,78 33 (32,7 %) 
ROGOSA M30 84 5,00E+01 1,7 1,70-5,95 38 (45,2 %) 
  *M90 78 
5,00E+01 
1,7 1,70-4,54 
13 (16,7 %) 
*Delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 %. 
Med vzorci mleka mater smo ugotovili veliko variabilnost v številu zraslih kolonij na 
posameznih gojiščih, ki se je med vzorci razlikovalo tudi za 3¬–4 log enote. V 
preglednici 14 in na sliki 7 lahko vidimo, da je pri vseh skupinah vzorcev (M0, M30, 
M90) zrasla največja mikrobna populacija na gojišču BHI (mezofilne aerobne 
bakterije). Mediana velikosti mikrobne populacije (KE/ml) vzorcev kolostruma je na 
gojišču BHI znašala 8,7 × 103, v vzorcih M30 se je znižala na 5,94 × 103 in v M90 na 
1,89 × 103. Nekoliko nižje vrednosti je imela mikrobna populacija MKB, ki je zrasla na 
gojišču M17 (aerobni pogoji inkubacije) in na gojišču MRS (anaerobni pogoji 
inkubacije). Najnižje število kolonij je zraslo na selektivnih gojiščih za laktobacile 
(ROGOSA) in bifidobakterije (TOS), kjer smo imeli tudi največji delež vzorcev pod 
mejo detekcije, predvsem pri vzorcih M90. Prisotnost bifidobakterij (TOS) smo v 
kolostrumu potrdili v 58,8 % vzorcev, v 41,7 % vzorcev M30 in v manj kot petini 
vzorcev M90. Število vzorcev kolostruma, pri katerih je na gojišču ROGOSA zraslo več 
kot 50 KE/ml (nad mejo detekcije), je bilo 32,7 %, število vzorcev M30 45,2 % in M90 
samo 16,7 %. Na vseh izbranih gojiščih smo ugotovili trend zmanjševanja mikrobnih 
populacij v materinem mleku z zorenjem. Velikost mikrobne populacije glede na število 
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zraslih kolonij iz zrelega mleka M30 je bolj podobna kolostrumu, kot mikrobni 
populaciji vzorcev M90, kar smo potrdili tudi s statističnimi testi (Wilcoxonov test 
predznačenih rangov in Friedmanov test), katerih rezultati so prikazani na sliki 7. 
4.2.1.2   Kvantifikacija različnih bakterijskih skupin v kolostrumu in mleku z verižno 
reakcijo s polimerazo v realnem času (qpcr)  
Izolirano celokupno bakterijsko DNA iz vzorcev humanega kolostruma in mleka, smo 
pomnoževali z ZO specifičnimi za izbrane skupine bakterij: univerzalni ZO (vse 
bakterije), skupina Bacteroides-Prevotella, rod Bifidobacterium in B. animalis subsp. 
lactis, skupina Clostridium coccoides (XIV), skupina Clostridium leptum (IV), 
Enterobacteriaceae, rod Staphylococcus in vrsta S. epidermidis, rod Streptococcus, rod 
Enterococcus, rod Lactobacillus in vrsta L. gasseri. Pri 10 od 13 uporabljenih ZO je bila 
tarčna regija pomnoževanja odsek gena 16S rDNA. Izjema so bile tarčne regije za 
rodova Staphylococcus in Streptococcus, pri katerih smo za tarčne gene izbrali gen tuf, 
ter vrsto S. epidermidis, kjer smo izbrali gen dnaJ. Izbrani ZO so navedeni v preglednici 
11, pregled parametrov reakcij qPCR in število (delež) bakterijskih skupin nad mejo 
detekcije pa v prilogi B1.  
V kolostrumu in mleku so bile zastopane vse proučevane bakterijske skupine, čeprav 
nekatere z nizkim deležem vzorcev nad mejo detekcije (slika 8 in preglednica 15). Med 
proučevanimi rodovi predstavljajo stafilokoki največjo mikrobno populacijo v 
kolostrumu. Druga najbolj zastopana skupina so streptokoki (v 71,1 % vzorcev), sledijo 
bifidobakterije, enterokoki. Velikost mikrobne populacije streptokokov, ki smo jih 
detektirali v 53,8–70,6 % vzorcev kolostruma in mleka je bila dokaj stabilna. Med 
analiziranimi MKB v mleku se je v vzorcih mleka M30 in M90 zvišala velikost 
mikrobne populacije enterokokov, zvišalo pa se je tudi število vzorcev nad mejo 
detekcije iz 11,1 % v kolostrumu, na 49,2 % v zrelem mleku. Število (delež) vzorcev 
kolostruma in mleka nad mejo detekcije pri laktobacilih, pa se je znižalo v prvih 90 
dneh dojenja iz 40 % na 10,8 %.  
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Slika 8: Kvantifikacija izbranih bakterijskih skupin z metodo qPCR v vzorcih kolostruma (M0) in mleka 
(M30, M90). Rezultati so log števila za skupino specifičnih kopij bakterijske 16S rDNA v ml kolostruma/ 
mleka (izjema: Staphylococcus in Streptococcus – geni tuf ter za St. epidermidis – dnaJ). Statistično 
značilne razlike med vzorci mleka glede na čas odvzema so označene z zvezdico sive barve (*p < 0,05; 
**p < 0,01) – Wilcoxonov test predznačenih rangov in črne barve – Friedmanov test (*p < 0,05; **p < 
0,01). Okvir kvantilnega diagrama prikazuje mediano, kvartilni razmik (IQR) in ročaja na dolžini 1,5 × 
IQR ter osamelce > 1,5 × IQR. 
Figure 8: Boxplot for quantification of bacterial groups (qPCR) in colostrum (M0) and human milk 
(M30, M90) samples. Results are given as log number of group specific bacterial 16S rDNA copies in 
colostrum/human milk (or tuf genes for Staphylococcus and Streptococcus sp. and for St. epidermidis is 
gene dnaJ). Asterisks indicate statistical significance by Wilcoxon (grey *p < 0,05; **p < 0,01) and 
Friedman (black *p < 0,05; **p < 0,01) test. The box and whiskers plots represent the medians and 
interquartile ranges (IQR); whiskers (1,5 × IQR) and circles outliers (> 1,5 × IQR). 
 
Preglednica 15: Kvantifikacija izbranih bakterijskih skupin v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, 
M90) z metodo qPCR. Rezultati so podani kot log števila kopij tarčnih regij 16S rDNA izbranih 
bakterijskih skupin (gena tuf za rodova Staphylococcus in Streptococcus ter gena dnaJ za St. epidermidis) 
v ml kolostruma/mleka. Prikazane so mediane (log) števila kopij DNA/ml in mediane deleža (bakterijska 
skupina/vse bakterije), variacijski razmik (minimum, maksimum) in število ter delež (%) vzorcev nad 
mejo detekcije. 
Table 15: Quantification of microbial population of bacterial groups in colostrum (M0) and milk samples 
(M30, M90) with qPCR. Results are given as log number of group specific bacterial 16S rDNA copies in 
colostrum/human milk (or tuf genes for Staphylococcus and Streptococcus sp. and for St. epidermidis is 
gene dnaJ). Data are presented as medians of (log) number of bacterial DNA copies/ml, medians of ratio 

























n (%) (n) kopije/ml 
log 
(kopije/ml) deleži** log (kopije/ml) 
Vse bakterije M0 45 2,07E+08 8,316 / 6,97–10,29 45 (100 %) 
  M30 68 3,15E+07 7,495 / 5,63–8,64 68 (100 %) 
  M90 65 9,54E+06 6,979 / 5,61–8,79 65 (100 %) 
     se nadaljuje ... 
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nadaljevanje Preglednice 15: Kvantifikacija izbranih bakterijskih skupin v vzorcih kolostruma (M0) in 
mleka (M30, M90) z metodo qPCR. Rezultati so podani kot log števila kopij tarčnih regij 16S rDNA 
izbranih bakterijskih skupin (gena tuf za rodova Staphylococcus in Streptococcus ter gena dnaJ za St. 
epidermidis) v ml kolostruma/mleka. Prikazane so mediane (log) števila kopij DNA/ml in mediane 
deleža (bakterijska skupina/vse bakterije), variacijski razmik (minimum, maksimum) in število ter delež 































M0 45 9,34E+02 2,970 4,97E-06 2,48–4,08 28 (62,2 %) 
M30* 68 3,08E+02 2,488 1,40E-05 2,48–3,74 17 (25 %) 
  M90* 65 3,08E+02 2,488 5,28E-05 2,48–3,90 16 (24,6 %) 
Bifidobacterium sp. M0 45 9,87E+02 2,994 6,66E-06 2,47–4,11 24 (53,3 %) 
  M30* 68 2,96E+02 2,471 1,25E-05 2,47–6,13 8 (11,8 %) 
  M90 65 2,96E+02 2,471 5,84E-05 2,47–5,05 33 (50,8 %) 
B. lactis M0 / / /   / / 
  M30 68 9,12E+03 3,960 3,03E-04 2,61–5,078 63 (92,6 %) 
  M90 65 2,88E+03 3,459 2,89E-04 2,61–4,79 53 (81,5 %) 
Clostridium IV M0 45 3,30E+03 3,519 1,96E-05 2,42--4,46 30 (63,8 %) 
  M30* 68 5,94E+02 2,774 3,90E-05 2,77–4,78 19 (27,9 %) 
  M90* 65 5,94E+02 2,774 7,19E-05 2,77–4,71 8 (12,3 %) 
Clostridium XIV M0 47 1,40E+04 4,147 6,30E-05 2,36–4,58 45 (95,7 %) 
  M30 68 8,92E+02 2,950 2,92E-05 2,36-4,08 38 (55,9 %) 
  M90* 65 2,30E+02 2,362 2,73E-05 2,36–3,97 14 (21,5 %) 
Enterobacteriaceae M0 45 4,38E+03 3,642 2,70E-05 3,19–4,18 45 (100 %) 
  M30* 68 3,93E+02 2,594 1,23E-05 2,06–5,27 37 (19,1 %) 
  M90* 65 1,16E+02 2,063 1,62E-05 2,06–4,34 17 (26,2 %) 
Staphylococcus sp. M0 45 8,27E+03 3,917 5,80E-05 2,06–7,00 33 (73,3 %) 
  M30 68 2,98E+03 3,474 9,99E-05 2,85–6,63 40 (58,8 %) 
  M90* 65 7,09E+02 2,851 8,74E-05 2,85-6,81 10 (15,4 %) 
S. epidermidis M0 45 4,02E+03 3,605 3,94E-05 2,56–6,795  32 (71,1 %) 
    M30 68 1,33E+03 3,124 6,37E-05 2,56–6,41 44 (64,7 %) 
  M90 65 3,78E+02 2,577 8,74E-05 2,50–6,24 25 (38,5 %) 
Streptococcus sp. M0 45 2,23E+03 3,349 4,37E-05 2,67–7,98 28 (62,2 %) 
  M30 68 3,33E+03 3,522 1,39E-04 2,67–5,36 48 (70,6 %) 
  M90 65 1,47E+03 3,168 1,57E-04 2,67–4,78 18 (53,8 %) 
Enterococcus sp. M0* 45 2,94E+02 2,469 2,09E-06 2,47–6,54 5 (11,1 %) 
  M30* 68 2,94E+02 2,469 1,48E-05 2,47–5,88 24 (12,4 %) 
  M90 65 2,94E+02 2,469 5,66E-05 2,47–5,17 32(49,2 %) 
Enterococcus sp. M0* 45 2,94E+02 2,469 2,09E-06 2,47–6,54 5 (11,1 %) 
  M30* 68 2,94E+02 2,469 1,48E-05 2,47–5,88 24 (12,4 %) 
  M90 65 2,94E+02 2,469 5,66E-05 2,47–5,17 32(49,2 %) 
Lactobacillus sp. M0 45 7,52E+01 1,876 9,17E-07 1,88–3,01 18 (40 %) 
  M30* 68 7,52E+01 1,876 3,00E-06 1,876–4,10 9 (13,2 %) 
  M90* 65 7,52E+01 1,876 8,28E-06 1,88–3,39 7 (10,8 %) 
L. gasseri M0 45 1,38E+02 2,138 6,64E-07 1,56–2,68 31 (68,9 %) 
  M30 68 8,21E+01 1,914 2,44E-06 1,56–3,09 35 (51,5 %) 
  M90* 65 3,66E+01 1,564 4,03E-06 1,56–3,10 13 (20 %) 
*Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je bil pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 %. 
**Delež (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije). 
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Z metodo glavnih komponent (PCA) smo želeli ugotoviti, kako se razvrščajo vzorci 
kolostruma in mleka po 30 in 90 dneh dojenja glede na mikrobno sestavo. Število 
spremenljivk smo s pomočjo njihovih linearnih kombinacij zmanjšali na 2 komponenti. 
Iz prikaza dveh glavnih komponent razsevnega diagrama na sliki 9b lahko ugotovimo, 
da se vzorci kolostruma in mleka ločijo predvsem na podlagi komponente 2 (pojasni 
12,5 % variabilnosti), kar lahko opišemo s spreminjanjem velikosti mikrobnih populacij 
družine Enterobacteriaceae (0,856), skupine Clostridium XIV (0,813) in populacije 
vseh bakterij (0,719). Opazili smo trend zmanjševanja števila kopij tarčne regije 16S 
rDNA specifične za vse bakterije in tudi za večino opazovanih bakterijskih skupin, 
vendar je bil padec pri teh manjši. Tako se je na primer mediana števila kopij za vse 
bakterije, ki je bila v vzorcih kolostruma 2,07 × 108 kopij/ml v prvem mesecu znižala za 
0,8 log enote (mediana M30 = 3,15 × 107), v naslednjih dveh mesecih pa še za pol log 
enote (mediana M90 = 9,54 × 106 kopij/ml).  
Podobno se je med proučevanimi bakterijskimi skupinami mediana števila kopij/ml 
znižala tudi pri skupini Clostridium XIV in družini Enterobacteriaceae. Bakterije iz 
skupine Clostridium XIV smo uspeli detektirati v večini vzorcev kolostruma (95,6 %), v 
polovici vzorcev M30 in le še v petini vzorcev M90. Najmanj variabilne glede na čas 
vzorčenja so bile mediane števila kopij za streptokoke, enterokoke in laktobacile 
(priloga B3).  
 
Slika 9: Analiza glavnih komponent (PCA) (rotacija varimax) bakterijskih skupin kolostruma (M0) in 
mleka (M30, M90). Položaj spremenljivk (število log kopij tarčne DNA za izbrane skupine bakterij v ml 
mleka) v prostoru prvih dveh glavnih komponent (a). Razsevni diagram z dvema glavnima 
komponentama, ki pojasnita 47,7 % in 12,5 % variabilnosti (b). Vrednosti komponent PCA glede na čas 
odvzema vzorca mleka. 
Figure 9: Principal component analysis (PCA) with varimax rotation of the kolostrum (M0) and milk 
microbiota (M30, M90). Loadings plot of number of group specific bacterial DNA copies in ml 
kolostrum/milk (a). Scatter plot shows the two primary principal components, which explain 47.7 % and 
12.5 % of data variation (b). Individual PCA scores at 3, 30, and 90 days after birth. 
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Pri mikrobni populaciji stafilokokov pa smo ugotovili znižanje števila kopij DNA/ml, 
predvsem pa števila vzorcev nad mejo detekcije iz 73,3 % v kolostrumu, na 58,8 % v 
M30 in na 15,4 % v M90 kar je razvidno tudi iz slike 8. Sorazmerno se je z nižanjem 
koncentracije predstavnikov rodu Staphylococcus v vzorcih zrelega mleka znižala tudi 
prisotnost vrste Staphylococcus epidermidis.  
Zastopanost bakterijskih skupin v sestavi mikrobiote kolostruma in mleka se med 
posameznimi udeleženkami študije zelo razlikuje. Že log število kopij tarčne regije 16S 
rDNA za vse bakterije v vzorcih kolostruma in mleka se med udeleženkami se razlikuje 
od 3 (M30) do 3,3 (M0) enote (preglednica 15). Iz slike 9b lahko tudi vidimo, da ni 
jasne ločnice med vzorci kolostruma, mleka M30 in M90, kar nakazuje, da je dinamika 
zorenja mikrobiote med doječimi materami različna. Analiza povezav med velikostjo 
proučevanih populacij v kolostrumu in mleku (M30) ni pokazala značilnih korelacij, 
medtem ko smo potrdili statistično značilne povezave med mikrobno populacijo vseh 
bakterij, skupino Bacteroides-Prevotella, enterobakterijami, stafilokoki, vrsto 
S. epidermidis in enterokoki v vzorcih mleka M30 in M90 (priloga B2). Rezultati 
nakazujejo večji vpliv dejavnikov matere in okolja na začeten razvoj mikrobiote mleka. 
Za dodaten prikaz začetnega razvoja mikrobiote humanega mleka smo vzorce 
kolostruma in mleka razporedili v skupine na osnovi prevladujoče bakterijske skupine v 
vzorcu (preglednica 16). Bakterijske skupine so predstavljali A – razred Bacilli 
(Staphylococcus in MKB), B – Enterobacteriaceae, C – Bifidobacterium sp. in D – 
Bacteroides-Prevotella in Clostridium IV in XIV. Iz preglednice 17 lahko opazimo, da 
z razvojem mikrobiote mleka narašča število vzorcev v skupini A in C, pada pa število 
vzorcev v skupini B in D.  
Preglednica 16: Primerjava relativnih deležev (%) vzorcev kolostruma (M0) in mleka (M30, M90), 
uvrščenih v skupine na podlagi prevladujoče bakterijske skupine (najvišji delež med preiskovanimi 
skupinami v vzorcu). 
Table 16: Number (%) of colostrum and milk samples classified according to the prevailing microbial 




















Clostridium IV in XIV 
 
M0 51,1 % (23/45) 6,7 % (3/45) 0 % (0/45) 42,2 % (19/45) 
M30 70,6 % (48/68) 7,4 % (5/68) 2,9 % (2/68) 19,1 % (13/68) 
M90 80 % (52/65) 3,1 % (2/65) 3,1 % (2/65) 13,8 % (9/65) 
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4.2.1.3 Analiza razvoja mikrobiote mleka z metodo masovnega sekvenciranja 
metagenoma 
Za masovno sekvenciranje smo izbrali vzorce kolostruma in mleka (M30, M90) 14-tih 
mater. Od vsake matere smo zbrali 3 vzorce, skupaj 42 vzorcev. Izolirano celokupno 
DNA 41 vzorcev kolostruma in mleka smo poslali podjetju, ki izvaja storitve 
masovnega sekvenciranja metagenoma z metodo Illumina, na sistemu MiSeq ® in 
bioinformacijsko analizo dobljenih podatkov. Izmed poslanih 42-tih vzorcev kolostruma 
in mleka so uspeli pomnožiti DNA iz 12 vzorcev kolostruma, vseh 14 vzorcev iz mleka 
M30 in 11 vzorcev mleka M90 (priloga B4). Po odstranitvi šumnih in himernih 
pomnožkov, je ostalo še 2,3 milijona bakterijskih sekvenc, 9793 – 47995 na vzorec. Z 
masovnim sekvenciranjem smo iz vzorcev kolostruma in mleka pridobili smo 240458 
unikatnih sekvenc, ki smo jih uvrstili v 9–53 OTU (kolostrum/mleko) na podlagi 97 % 
podobnosti. 
Sestava mikrobne populacije kolostruma in mleka se je med vzorci mater zelo 
razlikovala, kar je razvidno iz slik 11, 12 in 13. Razvoj mikrobiote mleka je prikazan na 
sliki 10. Sestava mikrobiote vzorcev na nivoju debel pa je bila podobna, s 
prevladujočimi debli Firmicutes, Proteobacteria in Actinobacteria. Z zorenjem mleka se 
je delež predstavnikov Firmicutes zmanjšal, povečal pa se je delež predstavnikov 
Proteobacteria (slika 10a). V vzorcih kolostruma so najmočneje zastopani predstavniki 
rodu Staphylococcus, po velikosti mikrobne populacije jim sledijo predstavniki 
Streptococcus, nato pa rodov Gemella, Corynebacterium in Rothia. V vzorcih mleka 
M30 smo glede na vzorce kolostruma opazili največji porast deleža rodu Pseudomonas 
(iz 0,6 % na 8 %) iz debla Proteobacteria, med bakterijami iz skupine Firmicutes pa 
padec deleža rodov Staphylococcus in Gemella, ter dvig deleža rodov Streptococcus ter 
Veillonella. Pri vseh vzorcih smo opazili padec deleža rodu Staphylococcus iz 45 % v 
kolostrumu na 27 % v M30 dvig deleža rodu Streptococcus (iz 21,8 % na 44 %) (slika 
10b). Poleg predstavnikov rodu Staphylococcus se je v M30 znižal tudi delež rodu 
Corynebacterium, ki so pogosti predstavniki mikrobiote kože. V vzorcih M30 smo 
ugotovili dvig deleža bakterij, ki so tipične predstavnice mikrobiote ustne votline: rod 
Streptococcus in ter rodov z nižjim deležem Granulicatella, Veillonella, Haemophilus, 
Rothia. Delež rodov Veillonella in Rothia se je še povišal vzorcih M90. Delež 
predstavnikov rodu Gemella, ki so tudi pogosti naseljevalci ustne votline, se je 
zmanjševal od 19,5 % v kolostrumu, na 5,7 % v mleku (M30) in 1,6 % v mleku M90. V 
mleku po 30 dneh se pojavijo tudi predstavniki rodu Bifidobacterium, ki so se nahajali v 
kolostrumu v nizkih koncentracijah (< 0,5 % OTU). Bifidobakterije so bile prisotne v 
12/14 vzorcev, od tega v 4/14 vzorcev pod 1 % vseh OTU. Vzorci M30 in M90 so si 
bili po sestavi bolj podobni in s stabilnim deležem prevladujočih stafilokokov ter 
streptokokov v mleku M90. 
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Slika 10: Razvoj sestave mikrobiote mleka na nivoju debel (a) in na nivoju rodov (b). Rezultati so 
prikazani kot deleži (%) posameznih taksonomskih skupin glede na vse OTU. M0-kolostrum, M30-mleko 
po 30 dneh, M90-mleko po 90 dneh.  
Figure 10: Development of milk microbiota composition at phyla level (a) at genera level (b). Results are 
presented as proportions (%) of OTUs assigned to particular taxonomic groups in relation to total number 
of OTUs. M0-colostrum, M30-milk after 30 days, M90-milk after 90 days. 
Na sliki 11 vidimo, da v kolostrumu prevladujejo trije rodovi: Staphylococcus, 
Streptococcus in Gemella, ki predstavljajo od 69 % do 99 % vse mikrobiote kolostruma. 
Od 12 sekvenciranih vzorcev kolostruma je v polovici prevladoval rod Staphylococcus 
(delež OTU v vzorcu je bil višji od 60 %). Drug najbolj zastopan rod so bili streptokoki, 
ki so bili prevladujoč rod v samo dveh vzorcih ( > 47 % vseh OTU). Tako stafilokoki 
kot streptokoki so bili prisotni v vseh vzorcih kolostruma. V štirih vzorcih kolostruma je 
prevladoval rod Gemella (delež OTU 32–70 %), ki pa v 5 vzorcih ni dosegla niti 1 % 
vseh OTU. Predstavniki rodu Lactobacillus so bili prisotni v 10/12 vzorcev, vendar je 
bil delež v vzorcih nižji od 1 %. Med bakterijami iz debla Actinobacteria so najbolj 
pogosti predstavniki rodov Corynebacterium, Rothia in Bifidobacterium. Predstavniki 
rodov Corynebacterium in Rothia sta v vzorcih dosegla 0,0036–16 % OTU v vzorcih 
kolostruma, bifidobakterije pa manj kot 1 % (10/12 vzorcev), razen v vzorcu 5, kjer so 
predstavljale 1,8 %. Bakterije iz debla Proteobacteria (Pseudomonas, Escherichia-
Shigella, Acinetobacter, Enterobacteriaceae) so bile prisotne v 58–91 % vzorcev, 
ampak v nizkih koncentracijah (cca. 1 %), izjema je rod Haemophilus (0,004–3,8 %). 
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Slika 11: Strukturni diagram sestave mikrobiote vzorcev kolostruma (M0) 12-ih udeleženk. Rezultati so 
prikazani kot deleži (%) OTU, ki jih lahko pripišemo posameznim taksonomskim skupinam, glede na 
celokupno število OTU. Prikazani so samo OTU z relativno zastopanostjo > 1 %. 
Figure 11: Structural diagram of the microbiota composition of colostrum samples (M0) of 12 
participants. Results are shown as relative species abundances (%) of OTUs assigned particular 
taxonomic unit in relation to total number of OTUs. Only OTUs with relative abundance > 1% in at least 
one sample are shown. 
V mleku po 30 dneh (slika 12) so še vedno prevladovale vrste debla Firmicutes, 
predvsem vrste rodov Streptococcus, Staphylococcus in Gemella, ki so bile prisotne v 
vseh vzorcih M30. V vzorcih zrelega mleka M30 se je, v primerjavi s kolostrumom, 
povišala zastopanost vrst rodu Pseudomonas ter predstavnikov debla Actinobacteria iz 
rodov Bifidobacterium, Rothia in Corynebacterium. V polovici vzorcev M30 (7/14) so 
prevladovale vrste rodu Streptococcus, ki so predstavljale 52,6–98,2 % vseh OTU v 
vzorcih. Pri 4 vzorcih so še vedno prevladovale vrste rodu Staphylococcus. V vzorcih 
M30 se je je izrazito povišal delež predstavnikov rodu Pseudomonas, ki je v 6 vzorcih 
dosegla vrednosti 10–50 % OTU, v vzorcu 6 pa postala prevladujoč rod (50 % vseh 
OTU v vzorcu). V vzorcu 9 so prevladovale vrste rodu Gemella (73,1 % vseh OTU). 
Bifidobakterije so bile prisotne v 12/14 vzorcev, od tega v 9/12 vzorcev pod 1 % deleža 
vseh OTU. Povišal se je delež tipičnih naseljevalcev ustne votline poleg streptokokov 
tudi vrste rodu Veilonella, ki so bile prisotne v polovici vzorcev M30 (7/14). 
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Slika 12: Strukturni diagram sestave mikrobiote vzorcev mleka odvzetih po 30 dneh (M30) 14-ih 
udeleženk. Rezultati so prikazani kot deleži (%) OTU, ki jih lahko pripišemo posameznim taksonomskim 
skupinam, glede na celokupno število OTU. Prikazani so samo OTU z relativno zastopanostjo > 1 %. 
Figure 12: Structural diagram of the microbiota composition of milk sample 30 days after birth (M30) of 
14 participants. Results are shown as relative species abundances (%) of OTUs assigned particular 
taxonomic units in relation to total number of OTUs. Only OTUs with relative abundance > 1% in at least 
one sample are shown. 
Mikrobna sestava vzorcev mleka M90 (slika 13) je bila podobna mikrobni sestavi 
vzorcev mleka M30. V vzorcih M90 so še vedno prevladovale vrste iz debla Firmicutes 
in rodu Streptococcus v (8/12 vzorcev), pri 4/12 vzorcev pa so prevladovali stafilokoki. 
Vrste rodu Pseudomonas so bile prisotne v vseh vzorcih M90, vendar v različnih 
deležih. Povišal se je delež vrst rodu Veilonella in Rothia, ki so bile prisotne v večini 
vzorcev M90 (10/12). 
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Slika 13: Strukturni diagram sestave mikrobiote vzorcev mleka odvzetih po 90 dneh (M90) 12-ih 
udeleženk. Rezultati so prikazani kot deleži (%) OTU, ki jih lahko pripišemo posameznim rodovom, 
glede na celokupno število OTU. Prikazani so samo OTU z relativno zastopanostjo > 1 %. 
Figure 13: Structural diagram of the microbiota composition of milk sample 90 days after birth (M90) of 
14 participants at the genus level. Results are shown as relative species abundances (%) of OTUs assigned 
particular genus in relation to total number of OTUs. Only OTUs with relative abundance > 1% in at least 
one sample are shown.  
4.2.2 Vpliv indeksa telesne mase (ITM) matere pred zanositvijo in prirasta telesne 
mase (TM) med nosečnostjo na sestavo mikrobiote kolostruma in mleka 
4.2.2.1   ITM udeleženk v raziskavi pred zanositvijo 
Večina udeleženk (78,2 %) naše študije je imela pred zanositvijo normalen indeks 
telesne mase (ITM), samo 17 % udeleženk je imelo povišano ali prekomerno telesno 
maso (ITM > 25) (slika 14a). Na ITM pred zanositvijo lahko vplivajo različni dejavniki, 
zato smo preverili povezave med ITM in starostjo udeleženk, njihovo izobrazbo ter 
načinom prehrane (slika 14). Starost ni vplivala na ITM udeleženk pred zanositvijo 
(slika 14c). Najvišji delež udeleženk (20 %) s prekomernim ITM pred zanositvijo smo 
ugotovili v starostni kategoriji 30–34 let (slika 14c). Z višanjem stopnje izobrazbe smo 
ugotovili nižanje odstotka udeleženk s prekomernim ITM (ITM > 25). Najvišji odstotek 
udeleženk s prekomernim ITM, smo ugotovili pri materah s poklicno in srednješolsko 
izobrazbo in kar štiri od šestih udeleženk s prekomernim ITM smo uvrstili v kategorijo 
debelost ITM > 30. V skupini z višjo, univerzitetno izobrazbo je bilo 19 % mater s 
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prekomerno telesno maso, v skupini z najvišjo izobrazbo (znanstveni magisterij, 
doktorat), pa samo 2 udeleženki od 25 (8 %) s prekomerno telesno maso (slika 14d). 
  
Slika 14: Struktura udeleženk v študiji (v %; n = 165) glede na ITM pred zanositvijo. Strukturni diagrami 
deležev udeleženk po skupinah glede na ITM (ITM < 18,5; normalen ITM = 18,5–24,9; ITM = 25–29,9; 
ITM > 30) (a) in glede na različne dejavnike: Način prehrane (b), starost (c); izobrazba (d). Statistično 
značilna razlika (*p < 0,05), Razlike smo testirali s Kruskal-Wallis testom, statistična razlika (*p < 0,05) 
je označena z zvezdico. 
Figure 14: Diagrams of relative abundance (%, n=165) of participants in relation to pre-pregnancy BMI. 
Relative abundance (%) of participants in BMI categories (BMI < 18,5; normal BMI = 18,5–24,9; BMI = 
25–29,9; BMI > 30) a) and in relation with other factors: Type of maternal diet b), age c), formal 
education d). Differences were tested with Kruskal-Wallis test and asterisk denote statistical significance 
(*p < 0,05). 
Izmed izbranih dejavnikov je na ITM udeleženk študije najmočneje vplival način 
prehrane pred zanositvijo (KW, p = 0,028). Ugotovili smo, da so imele matere, ki niso 
uživale mesa (4 vegetarijanke/veganke in 10 mater, ki so uživale izključno ribe), nižji 
ITM pred zanositvijo, v primerjavi z vsejedkami ali tistimi, ki so uživale izključno 
meso. Vse udeleženke s povišano ali s prekomerno telesno maso so v svojo prehrano 
vključevale meso. Kategorije smo združili v dve kategoriji glede na uživanje mesa 
(uživa, ne uživa mesa) in ju primerjali s statističnima testoma MW in χ2 ter prav tako 
ugotovili statistično značilnost (MW, p < 0,005; χ2, p = 0,014) (slika 15).  
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Slika 15: Povezave med značilnostmi udeleženk vključenih v raziskavo »Moje mleko« (starost, 
izobrazba, ITM udeleženk pred zanositvijo, prirast TM med nosečnostjo in prehrana, način poroda, 
probiotični izdelki-PMSI, PPD). Statistično značilne razlike in povezave smo ugotavljali s testom Mann-
Whitney (MW), test Hi–kvadrat in Spearmanov koeficient in jih označili z rdečimi puščicami (p < 0,05).  
Figure 15: Diagram presenting associations between characteristics of participants in study »My milk« 
(age, education, pre pregnancy ITM, delivery mode, consuming probiotics). Statistically significant 
associations and differences (p < 0,05) were tested with Mann-Whitney test (MW), Hi square test and 
Spearman coefficients) and denoted with red arrows.  
4.2.2.1.1   Vpliv ITM udeleženk pred zanositvijo na sestavo mikrobne populacije 
kolostruma in mleka  
Za proučevanje vpliva indeksa telesne mase udeleženk pred zanositvijo na sestavo in 
velikost mikrobiote kolostruma ter mleka, smo pri statistični analizi najprej uporabili 
zvezno številsko spremenljivko ITM in ugotavljali povezanost (Spearmanov koeficient) 
z velikostjo izbranih mikrobnih populacij z metodo štetja kolonij na ploščah (priloga 
D1) in z metodo qPCR (priloga D2 ). Udeleženke smo nato na podlagi ITM uvrstili v 
skupine (udeleženke z ITM < 18,5 (4,8 %) smo priključili skupini ITM do 24) in 
uporabili test Mann-Whitney oziroma Kruskal-Wallis za ugotavljanje razlik med 
skupinami (preglednici 17 in 18, prilogi D3 ter D4). 
– ITM1 (Normalna telesna masa (ITM < 25), povišana telesna masa (ITM 25–29,9)  
oin prekomerna telesna masa (ITM ≥ 30); 
– ITM2 (normalen ITM (ITM < 25) in prekomeren ITM (ITM ≥ 25); 
– ITM3 (ITM < 25) in matere s prekomernim ITM (ITM ≥ 30).  
Ugotovili smo pozitivno povezavo med številom kolonij mezofilnih aerobov (BHI) v 
vzorcih zrelega mleka (M30) in ITM matere pred zanositvijo (rs = 0,236; p = 0,031) 
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(priloga D3). Velikost mikrobne populacije mezofilnih aerobov (KE/ml) v vzorcih 
mleka M90 je bila za več kot 0,5 log višja v mleku mater s povišano in prekomerno 
telesno maso (ITM ≥ 25), v primerjavi s tistimi z normalno telesno maso (MW, p = 
0,017). Matere s povišano ali prekomerno telesno maso 41,7 % (5/12), so imele v mleku 
M90 značilno višjo koncentracijo stafilokokov (kopije/ml) (MW, p = 0,05), v primerjavi 
z materami z normalno telesno maso (9,4 %) (χ2, p = 0,014), vendar pa je treba 
poudariti, da so rezultati zaradi nizkega deleža vzorcev, s koncentracijo stafilokokov 
nad mejo detekcije (10/62) nezanesljivi. Matere s previsokim ITM (ITM ≥ 25) pred 
zanositvijo, so imele v kolostrumu višje koncentracije (KE/ml) mikrobne populacije 
zrasle na gojišču TOS, razlika pa ni bila statistično značilna (MW, p = 0,084).  
Preglednica 17: Vpliv indeksa telesne mase (ITM) matere pred zanositvijo na mikrobno populacijo (log 
števila KE/ml) zraslo na gojišču TOS, MRS, BHI iz vzorcev kolostruma (M0) in mleka (M90). Prikazani 
so samo statistično značilni (p < 0,1) rezultati, dobljeni s testom Mann-Whitney (MW) ali Kruskal-Wallis 
(KW) (ostali rezultati so v prilogi D3). Rezultati primerjave med skupinami so podani kot mediana, 
variacijski razmik (min-max) v log KE/ml, ter delež (%) vzorcev nad mejo detekcije. Delež vzorcev nad 
mejo detekcije v smo primerjali s testom Hi-kvadrat (χ2). Statistično značilni rezultati so označeni z 
zvezdico (*p < 0,05).  
Table 17: The effect of maternal pre-pregnancy body mass index BMI on the microbial population (log 
CFU/ml) of colostrum (M0) and human milk (M90) determined on TOS, MRS, BHI agar plates. 
Preseneted are only statistically significant p <0.1 results obtained with Mann-Whitney (MW) or Kruskal-
Wallis (KW) test (the rest are in the Annex D3). Differences are presented as median, range (min-max) in 
log CFU/ml and as number (%) of samples above limit of detection (differences were tested with Chi-
Square test (χ2). Asterisks denote statistical significance (*p < 0,05). 
  Skupine Število Mediana Min -Max MW/KW Število (delež)  χ2 
            vzorcev nad   
GOJIŠČE 
          mejo detekcije   




(1) ITM <24,9 83 2,230 1,700-4,778 0,054 47 (56,6 %) 0,422 
(2) ITM 25-29,9 12 3,511 1,700-4,778   9 (75 %)   
(3) ITM >30  6 1,977 1,700-4,342   3 (50 %)   
M0-TOS 
 
(1) ITM <25 83 2,230 1,700-4,778 0,085 47 (56,6 %) 0,599 
(2) ITM ≥25 18 3,110 1,700-4,778   12 (66,7 %)   
M90-MRS 
 
(1) ITM <24,9 64 2,697 1,700-5,401 0,026* 51 (79,9 %) 0,058 
(2)ITM 25-29,9 9 3,105 2,230-3,580   9 (100 %)   
(3) ITM >30  5 3,462 2,806-3,908   5 (100 %)   
M90-MRS 
 
(1) ITM <25 64 2,697 1,700-5,401 0,015* 51 (79,7 %) 0,110 
(2) ITM ≥25 14 3,258 2,230-3,908   14 (100 %)   
M90-MRS 
 
(1) ITM 18,5-24,9 61 2,653 1,700-5,401 0,020* 49 (80,3 %) 0,148 
(2) ITM > 30 5 3,462 2,806-3,908   5 (100 %)   
M90-BHI 
 
(1) ITM <24,9 64 3,154 1,700-5,778 0,029* 60 (93,8 %) 0,443 
(2) ITM 25-29,9 9 3,623 2,322-4,041   9 (100 %)   
(3) ITM >30  5 3,810 3,362-4,460   5 (100 %)   
M90-BHI (1) ITM <25 64 3,154 1,700-5,778 0,017* 60 (93,8 %) 0,202 
  (2) ITM ≥25 14 3,664 2,322-4,460   14 (100 %)   
M90-BHI (1) ITM 18,5-24,9 61 3,161 1,700-5,778 0,023* 58 (95,1 %) 0,487 
  (2) ITM > 30 5 3,810 3,362-4,460   5 (100 %)   
Tušar T. Vpliv prehrane matere in okoljskih dejavnikov na razvoj mikrobiote materinega mleka in črevesne mikrobiote dojenčka. 
  Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
74 
Z metodo qPCR smo prav tako ugotovili višjo koncentracijo bifidobakterij (log število 
kopij/ml) (MW p = 0,056) in večji delež vzorcev nad mejo detekcije v vzorcih 
kolostruma mater s prekomernim ITM (ITM ≥30) (χ2, p = 0,018).  
Preglednica 18: Vpliv indeksa telesne mase (ITM) matere pred zanositvijo na log števila kopij tarčne 16S 
rDNA, za izbrane skupine bakterij, v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M90) (qPCR). Prikazani so 
samo statistično značilni (p<0,1) rezultati, dobljeni s testom Mann-Whitney (MW) in Kruskal-Wallis 
(KW) (ostali rezultati so v prilogi D4). Rezultati primerjave med skupinami so podani kot mediane, 
variacijski razmik (min-max) log števila kopij rDNA/ml ter število in delež (%) vzorcev nad mejo 
detekcije. Delež vzorcev nad mejo detekcije v obravnavanih skupinah smo primerjali s testom Hi-kvadrat 
(χ2). Statistično značilni rezultati so označeni z zvezdico (*p < 0,05). 
Table 18: The effect of maternal pre-pregnancy body mass index BMI on the number of copies of the 
target 16S rDNA in ml human colostrum (M0) and milk (M90). Presented are only results with statistical 
associations p < 0,1 tested with Mann-Whitney and Kruskal-Wallis (KW) (rest in Annex D4). Differences 
are presented as medians (log copies DNA/ml), range (min-max) in number of DNA copies/ml and as 
number (%) of samples above the limit of detection (differences were tested with Chi-Square test (χ2). 































ali delež3 (p) 
nad mejo 
detekcije 
n (%)  (p) 
2M0 Vse bakterije 1-ITM 18,5-25 34 8,273 6,972-10,297 0,087 34 (100 %) / 
 2-ITM > 30 4 8,481 8,316-8,832   4 (100 %)   
2M0 Bacteroides-
Prevotella 
1-ITM 18,5-25 34 2,897 2,488-4080 0,057 20 (58,8 %) 0,047 
2-ITM > 30 4 3,280 3,006-3,364   4 (100 %)   
2M0 Bifidobacterium sp 1-ITM 18,5-25 34 2,471 2,471-4,116 0,056 16 (47,1 %) 0,018 
 2-ITM > 30 4 3,707 2,994-3,945   4 (100 %)   
2M0 Clostridium IV 1- ITM < 25 35 3,412 2,423-4,463 0,056 20(57,1 %) 0,121 
 2-ITM 25-29,9 6 3,370 2,774-4,232   4 (66,7 5)   
 3- ITM > 30  4 4,143 4,003-4,263   4 (100 %)   
2M0 Clostridium IV 1-ITM 18,5-25 34 3,412 2,423-4,463 0,017 19 (55,9 %) 0,038 
 2-ITM > 30 4 4,143 4,003-4,263   4 (100 %)   
1,3M0 Enterococcus sp 1- ITM < 25 35 3,06E-06 4,03E-07-2,94E-04 0,067 5 (14,3 %) 0,101 
 2-ITM ≥ 25 10 1,30E-06 2,70E-07-5,19E-06   0 (0 %)   
1,3M0 Enterococcus sp. 1-ITM 18,5-25 34 3,50E-06 4,03E-07-2,94E-04 0,036 5 (14,7 %) 0,274 
 2-ITM > 30 4 9,90E-07 4,34E-07-1,42E-06   0 (0 %)   
1,2M90 Bacteroides- 
 Prevotella 
1- ITM < 25 53 2,488 2,488-3,908 0,047 10(18,9 %) 0,057 
2-ITM ≥ 25 12 2,896 2,488-3,501  6 (50 %)   
1M90 Bacteroides- 
 Prevotella 
1-ITM 18,5-25 51 2,488 2,488-3,908 0,086 9 (17,6 %) 0,161 
2-ITM > 30 4 2,984 2,488-3,501   2 (50 %)   
 1M90 Staphylococcus sp. 1- ITM < 25 53 2,851 2,851-6,812 0,017 5 (9,4 %) 0,038 
 2-ITM 25-29,9 8 2,851 2,851-3,958   3 (37,5 %)   
 3- ITM > 30  4 3,364 2,851-3,961   2 (50 %)   
1,2M90 Staphylococcus sp. 1- ITM < 25 53 2,851 2,851-6,812 0,005 5 (9,4 %) 0,014 
 2-ITM ≥ 25 12 2,851 2,851-3,961   5 (41,7 %)   
1,2M90 Staphylococcus sp. 1-ITM 18,5-25 51 2,851 2,851-6,812 0,010 4 (7,8 %) 0,038 
 2-ITM > 30 4 3,364 2,851-3,961   2 (50 %)   
1 Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 % 
2 V enotah log kopije DNA/ml 
3 V enotah delež (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije). 
Velikost mikrobne populacije bifidobakterij nad mejo detekcije smo ugotovili pri manj 
kot polovici vzorcev z normalnim ITM 47,1 %, in pri vseh vzorcih mater s 
prekomernim ITM. Koncentracija (kopije/ml) mikrobne populacije skupine Clostridium 
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IV v vzorcih kolostruma je bila statistično značilno višja v skupini mater s prekomerno 
telesno maso (ITM > 30) (MW, p = 0,017 in χ2, p = 0,038). Pri materah z ITM ≥25 smo 
v kolostrumu ugotovili višji delež vzorcev nad mejo detekcije skupine Bacteroides-
Prevotella (χ2, p=0,047) in večjo mikrobno populacijo te skupine v vzorcih mleka M90 
(MW, p = 0,047), v primerjavi z vzorci mater z normalnim ITM (ITM < 25).  
ITM ima vpliv tudi na velikost mikrobne populacije MKB v kolostrumu in mleku. 
Koncentracija (KE/ml) mikrobne populacije MKB na gojišču MRS, v vzorcih zrelega 
mleka M90 je bila višja pri materah s povišanim in prekomernim ITM (MW, p = 0,015), 
v primerjavi z vzorci mleka mater z normalno telesno maso. Pri vzorcih kolostruma 
analiziranih s qPCR smo ugotovili višjo mikrobno populacijo (log število kopij 
DNA/ml) vrst rodu Enterococcus v kolostrumu (MW, p = 0,036) in nižjo mikrobno 
populacijo rodu Staphylococcus v zrelem mleku (MW, p = 0,05) pri materah z normalno 
telesno maso (ITM < 25) v primerjavi z materami s prekomerno TM (ITM > 25), vendar 
je treba upoštevati nezanesljivost zaradi nizkega števila analiziranih vzorcev za rod 
Enterococcus (5/45) in Staphylococcus (10/62)  
4.2.2.2   Vpliv prirasta telesne mase udeleženk med nosečnostjo na sestavo mikrobiote 
kolostruma in mleka 
4.2.2.2.1   Prirast telesne mase udeleženk v raziskavi med nosečnostjo 
Podatki o ITM in prirastu telesne mase (TM) med nosečnostjo so bili zbrani za 156 
udeleženk študije. Udeleženke v raziskavi so med nosečnostjo v povprečju pridobile 
14,2 (+/- 4,5) kg in več kot tretjina (37,2 %) jih je pridobila višje število kilogramov od 
priporočenih vrednosti po smernicah Inštituta za medicino (IOM), ki so navedene v 
preglednici 19. Med ITM matere pred zanositvijo in prirastom TM med nosečnostjo s 
Spearmanovim koeficientom (rs = 0,99, p = 0,218) nismo ugotovili neposredne 
povezave. Ugotovili pa smo, da je kar 74, 1 % s prekomerno TM pred zanositvijo 
(ITM > 25), tudi med nosečnostjo pridobilo višjo telesno maso od priporočene po 
smernicah IOM iz leta 2009 (preglednica 19). Primerjava med skupinami na sliki 16 in 
v preglednici 19 je pokazala, da matere z nizkim in normalnim ITM (ITM < 24,99) pred 
nosečnostjo, tudi med nosečnostjo niso pridobile višjega števila kilogramov od 
priporočenih vrednosti IOM. Nosečnice s prenizko telesno težo v času zanositve (ITM ≤ 
18,5) so v nosečnosti v povprečju pridobile 11,7 kg (± 2,5) in nobena od njih ni presegla 
priporočil IOM (samo 3 od 8 so dosegle spodnjo mejo priporočenih vrednosti IOM). 
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Preglednica 19: Prirast telesne mase (TM) udeleženk (n = 156) v raziskavi med nosečnostjo in 
priporočila prirasta TM Ameriškega inštituta za medicino – IOM (IOM, 2009) glede na ITM (Indeks 
telesne mase) pred nosečnostjo. 
Table 19: Pregnancy weight gain of participants in study (n = 156) and guidelines of Institute for 
medicine –IOM (IOM,, 2009) according pre-pregnancy BMI (Body mass index). 
PRIRAST TELESNE MASE V NOSEČNOSTI V ŠTUDIJI »MOJE 
MLEKO« (n = 156) 

























































< 18,5 8 11,7 2,5 (9-16,7) 0 0 12,5-18 0,51 (0,44-0,58) 
18,5-24,9 121 14,8 4,4 (4,5-30) 31,40 42,7 11,5-16 0,42 (0,35-0,50) 
25-29,9 17 13 4,6 (4,5-20) 64,70 64,7 7-11,5 0,28 (0,23-0,33) 
>30 10 11,5 5,4 (0-20,5) 90 90 5-9 0,22 (0,17-0,27) 
Skupaj 156 14,2 4,5 (0-30) 37,8 31,4     
*IOM= Institute of Medicine; IOM1 priporočila za prirast TM za celotno nosečnost (v kg); IOM2 priporočila za 
prirast TM v 2. in 3. trimesečju (v kg/teden). V 1. trimesečje (prirast TM do 2 kg).  
Udeleženke z normalno telesno maso so v povprečju pridobile (14,8 ± 4,4) kg in samo 
tretjina (31,4 %) je pridobila višjo TM od priporočene (nad 16 kg). Od tega jih je 
13/121 prekoračilo priporočeno vrednost za 25 % (prirast TM nad 20 kg) in 5/121 za 
50 % (prirast TM nad 24 kg). Nosečnice s povišano telesno maso (ITM 25–30) so v 
nosečnosti pridobile (13 ± 4,6) kg, medtem ko so tiste z ITM nad 30 pridobile v 
povprečju (10,5 ± 5,4) kg.  
 
Slika 16: Strukturni diagram deležev (%) udeleženk glede na kategorije ITM pred zanositvijo in prirast 
TM med nosečnostjo, na podlagi priporočil IOM1 (IOM, 2009). 
Figure 16: Relative abundance (%) of participants in pre-pregnancy BMI categories and gestational 
weight gain according IOM1 guidelines (IOM, 2009). 
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V skupini mater s povišano telesno maso pred nosečnostjo (ITM 25–29,9) jih je 64,7 % 
preseglo zgornjo mejo prirasta TM med nosečnostjo (11,5 kg). Od 11 jih je 9 preseglo 
priporočila za 25 %, 4 pa kar za 50 %. Povprečna vrednost prirasta telesne mase v 
skupini mater s prekomerno telesno maso je bila 11,46 kg, priporočen prirast telesne 
mase (do 9 kg) pa je preseglo kar 9 od 10 mater. 
4.2.2.2.2   Vpliv prirasta TM med nosečnostjo na sestavo mikrobiote kolostruma in 
mleka  
Za proučevanje vpliva prirasta telesne mase (TM) udeleženk med nosečnostjo na 
sestavo in velikost mikrobiote kolostruma ter mleka, smo pri statistični analizi uporabili 
zvezno številsko spremenljivko prirast TM med nosečnostjo in ugotavljali povezanost 
(Spearmanov koeficient) z velikostjo izbranih mikrobnih populacij z metodo štetja 
kolonij na ploščah (priloga D1) in z metodo qPCR (priloga D2 ). V priporočilih IOM 
(2009) so podana priporočila glede pridobivanja TM v celotni nosečnosti (IOM1 v kg) 
in priporočila za tedenski prirast v drugem in tretjem trimesečju (IOM2 v kg/teden). Pri 
tedenskem prirastu smo v prvem trimesečju upoštevali maksimalen prirast 2 kg. 
Udeleženke smo na podlagi priporočil IOM (IOM1 ali IOM2) uvrstili v dve skupini in 
uporabili neparametrični test za ugotavljanje razlik med skupinama vzorcev: Mann-
Whitney (preglednica 20 in 21, prilogi D5 in D6): 
— Priporočena vrednost IOM (≤ IOM);  
— Presega priporočeno vrednost IOM (> IOM).  
Statistično značilno pozitivno povezavo smo opazili med prirastom TM mater med 
nosečnostjo in deležem skupine Bacteroides-Prevotella v kolostrumu (rs = 0,354; 
p = 0,023). Matere s previsokim prirastom TM v nosečnosti imajo višji delež bakterij iz 
skupine Bacteroides-Prevotella v kolostrumu (MW, p = 0,034). Z višanjem prirasta 
telesne mase v nosečnosti (IOM1), se v kolostrumu niža koncentracija bakterij 
(kopije/ml) skupine Clostridium leptum (IV) (rs = – 0,372, p = 0,017) in viša 
koncentracija bakterij skupine Clostridium coccoides (XIV) (rs = 0,355; p = 0,023). 
Matere s prirastom TM med nosečnostjo višjim od priporočenega (IOM1), so imele v 
vzorcih kolostruma nižje število kopij tarčne DNA za skupino Clostridium IV, čeprav 
razlika ni bila statistično značilna (MW, p = 0,083). Ugotovili smo tudi pozitivno 
povezavo med deležem enterobakterij in prirastom TM (rs = 0,366; p = 0,018) med 
nosečnostjo.  
Iz rezultatov statističnih analiz (preglednici 20 in 21 ter v prilogi D1– D4) lahko 
sklepamo, da ima prekomeren prirast TM v nosečnosti največji vpliv na koncentracijo 
anaerobnih bakterij (Clostridium IV, Bacteroides-Prevotella in Bifidobacterium) 
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enterobakterij ter MKB, predvsem enterokokov v kolostrumu (M0) in mleku (M30, 
M90).  
Preglednica 20: Vpliv prirasta telesne mase (TM) matere med nosečnostjo na mikrobno populacijo (log 
števila KE/ml), zraslo na gojišču M17, MRS, iz vzorcev mleka (M30, M90). Prikazani so samo statistično 
značilni (p < 0,1) rezultati, dobljeni s testom Mann-Whitney (MW) ali Kruskal-Wallis (KW) (ostali 
rezultati so v prilogi D5). Rezultati primerjave med skupinami so podani kot mediana, variacijski razmik 
(min-max) vrednosti števila log KE/ml, ter število in delež (%) vzorcev nad mejo detekcije. Delež 
vzorcev nad mejo detekcije v obravnavanih skupinah smo primerjali s testom Hi-kvadrat (χ2). Statistično 
značilni rezultati so označeni z zvezdico (*p < 0,05). 
Table 20: The effect of pregnancy weight gain on the microbial population (log CFU/ml) of human milk 
(M30, M90) grown on M17, MRS agar plates. Only statistically significant p <0.1 results obtained with 
Mann-Whitney (MW) test are presented (the rest are in the Annex D5). Differences are presented as 
median, range (min-max) values of log CFU/ml and as number (%) of samples above limit of detection 
(differences were tested with Chi-Square test (χ2). Asterisks denote statistical significance (*p < 0,05). 
  Skupine Število Mediana Min - Max MW  Število (delež)  χ2 
            vzorcev nad 
    IOM1*** 
in IOM2** 
        mejo detekcije 
 GOJIŠČE (n) log (KE/ml) log (KE/ml) (p) n (%) (p) 
M30-M17 (1) ≤ IOM2 40 3,370 1,700-5,877 0,035* 39 (97,5 %) 0,255 
  (2) > IOM2 36 3,684 2,161-5,803   36 (100 %)   
M90-MRS (1) ≤ IOM1 42 2,550 1,700-5,401 0,004* 34 (81 %) 0,532 
  (2) > IOM1 33 3,076 1,700-4,488   29 (87,9 %)   
M90-MRS (1) ≤ IOM2 37 2,544 1,700-3,851 0,004* 30 (81,1 %) 0,754 
  (2) > IOM2 37 3,076 1,700-5,401   32 (86,5 %)   
** IOM1-priporočila za prirast TM za celotno nosečnost (v kg),  
***IOM2-priporočila za prirast v 2. in 3. trimesečju (v kg/teden). V 1. trimesečju prirast TM do 2 kg. 
Opazili smo tudi, da vpliva večji prirast TM od priporočenega, na povečanje mikrobne 
populacije MKB, določene na gojišču M17 (M30; MW, p =0,035) in MRS (M90; MW, 
p = 0,004) (preglednica 20). Matere s prirastom TM višjim od priporočenih vrednosti, 
so imele v vzorcih mleka po 90 dneh višje koncentracije (kopije/ml) enterokokov in 
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Preglednica 21: Vpliv prirasta telesne mase (TM) matere med nosečnostjo na log števila kopij tarčne 16S 
rDNA, za izbrane skupine bakterij, v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M90), določene z metodo qPCR. 
Prikazani so statistično značilni (p<0,1) rezultati, dobljeni s testom Mann-Whitney (MW) (ostali rezultati 
so v prilogi D6). Rezultati primerjave med skupinami so podani kot mediane, minimalne in maksimalne 
vrednosti log števila kopij rDNA/ml ter število in delež (%) vzorcev nad mejo detekcije. Delež vzorcev 
nad mejo detekcije v obravnavanih skupinah smo primerjali s testom Hi-kvadrat (χ2). Statistično značilni 
rezultati so označeni z zvezdico (*p < 0,05). 
Table 21: The effect of gestational weight gain on the number of copies of the target 16S rDNA in ml 
human colostrum (M0) and milk (M30, M90). Presented are only results with statistical associations p < 
0,1 tested with Mann-Whitney (the rest in are Annex D6). Differences are presented as medians (log 
copies DNA/ml), minimum and maximum values (number of DNA copies/ml) and ratio (%) of samples 
above the limit of detection (differences were tested with Chi-Square test (χ2)). Asterisks denote 



















     2log kopije 
2log kopije 
DNA/ml 
    
 BAKTERIJSKA   IOM14 
 
DNA/ml     
 SKUPINA  in IOM25 (n)  ali delež3  ali delež3 (p)  n (%) (p) 
3M0 Bacteroides-Prevotella 
 
(1) ≤ IOM1 22 4,11E-06 8,58E-08-3,28E-05 0,034* 12 (54,5 %) 0,522 
(2) > IOM1 19 5,83E-06 1,23E-06-6,68E-05   13 (68,4 %)   
3M0 Bacteroides-Prevotella 
 
(1) ≤ IOM2 20 4,40E-06 8,58E-08-3,28E-05 0,085 10 (50 %) 0,208 
(2) > IOM2 21 5,81E-06 1,23E-06-6,68E-05   15 (71,4 %)   
2M0 Clostridium IV 
 
(1) ≤ IOM1 22 3,772 2,774-40463 0,083 14 (63,6 %) 0,757 
(2) > IOM1 19 3,086 2,423-4,263   11 (57,9 %)   
3M0 Enterobacteriaceae 
 
(1) ≤ IOM1 22 1,96E-05 4,78E-07-2,61E-04 0,039* 22 (100 %) x 
(2) > IOM1 19 3,68E-05 1,08E-05-1,63E-04   19 (100 %)   
2M90 Bifidobacterium sp. 
 
(1) ≤ IOM2 29 2,471 2,471-4,048 0,087 14 (48,3 %) 0,446 
(2) > IOM2 32 2,984 2,471-5,055   19 (59,4 %)   
2M90 Enterococcus sp. 
 
(1) ≤ IOM2 29 2,469 2,469-3,522 0,021* 10 (34,5 %) 0,041* 
(2) > IOM2 32 2,900 2,469-5,174   20 (62,5 %)   
1 Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 % 
2 V enotah log kopije tarčne DNA /ml 
3 V enotah delež (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije) 
4 IOM1 priporočila za prirast TM za celotno nosečnost (v kg) 
5 IOM2 priporočila za prirast v 2. in 3. trimesečju (v kg/teden). V 1. trimesečju prirast TM do 2 kg. 
4.2.3 Vpliv prehrane udeleženk na sestavo mikrobiote kolostruma in mleka 
4.2.3.1   Prehrana udeleženk v raziskavi 
Udeleženke raziskave so bile pred nosečnostjo, med nosečnostjo in dojenjem večinoma 
vsejedke (uživajo meso in ribe). Iz preglednice 22 je razvidno, da približno 90 % 
udeleženk v svojo prehrano vključuje meso, 89,9–93,3 % vključuje ribe, od teh samo 6–
7 % uživa izključno ribe in le 3 % pa je bilo vegetarijank. Vprašalnik o prehrani pred in 
med nosečnostjo je korektno izpolnilo 165 udeleženk, vprašalnik za način prehrane med 
dojenjem pa 145 udeleženk. Primerjava načina prehrane pred in med nosečnostjo (χ2, p 
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< 0,001), ter med nosečnostjo in dojenjem (χ2, p < 0,001), je pokazala statistično 
značilno ujemanje (preglednica 22).  
Preglednica 22: Število (n) in delež (%) udeleženk raziskave glede na način prehrane ter primerjava 
razlik v načinu prehrane (uživanje mesa, rib) pred in med nosečnostjo ter med nosečnostjo in dojenjem, s 
testom Hi-kvadrat (p < 0,05). 
Table 22: Number (n) and proportion (%) of participants with different type of diet (consuming meat and 
fish) before and during pregnancy and lactation. Differences between maternal type of diet were tested 
with Chi-squared test (χ2, p < 0,05). 
 
Način prehrane se torej med nosečnostjo ni spremenil. Redke udeleženke, ki so 
spremenile prehrano so to spremenile v smeri vključevanja dodatne skupine živil med 
nosečnostjo. Dve izmed mater, ki so pred nosečnostjo uživale samo ribe, sta med 
nosečnostjo v svojo prehrano vključili tudi meso. Ena izmed mater, ki je pred 
nosečnostjo uživala samo meso in ena vegetarijanka sta med nosečnostjo v prehrano 
vključili tudi ribe. Med dojenjem je le manjšina mater spreminjala način prehrane. 3 
matere so izločile meso, 7 jih je iz prehrane izločilo ribe in uživalo samo meso. 
4.2.3.2   Vpliv načina prehrane udeleženk na mikrobioto kolostruma in mleka 
Vpliv prehrane na velikost in sestavo mikrobiote kolostruma ter mleka smo ugotavljali s 
proučevanjem povezav med načinom prehrane udeleženk in mikrobioto, ki smo jo 
analizirali z metodo štetja kolonij na ploščah (priloga C1, preglednica 23) in metodo 
qPCR (priloga C2, preglednica 23). Za ugotavljanje vpliva prehrane na mikrobioto 
  
Udeleženke v študiji 
 
Udeleženke, ki 
uživajo meso  
Udeleženke, ki 
uživajo ribe 
  n (%) n (%)  n (%) 
A –Način prehrane pred nosečnostjo     
1) Uživa meso in ribe 143 (86,7 %) 148 (90,0 %) 154 (93,3 %) 
2) Uživa meso, ne rib 5 (3 %)     
3) Uživa ribe, ne mesa 11 (6,7 %)     
4) Vegetarijanka 6 (3,2 %)     
B – Način prehrane med nosečnostjo     
1) Uživa meso in ribe 146 (88,5 %) 150 (90,9 %) 156 (94,5 %) 
2) Uživa meso, ne rib 4 (2,4 %)     
3) Uživa ribe, ne mesa 10 (6,1 %)     
4) Vegetarijanka 5 (3,0 %)     
C – Način prehrane med dojenjem     
1) Uživa meso in ribe 120 (82,8 %)  132 (91,0 %) 130 (89,7 %) 
2) Uživa meso, ne rib 12 (8,3 %)     
3) Uživa ribe, ne mesa 10 (6,9 %)     
4) Vegetarijanka 3 (1,6 %)     
Primerjava razlik načina prehrane udeleženk  Hi kvadrat (χ2)  
A in B (pred, med nosečnostjo)   χ2 = 388,6  (p < 0,001) 
B in C (med nosečnostjo in dojenjem) χ2 = 250,5  (p < 0,001) 
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kolostruma smo uporabili podatke o načinu prehrane udeleženk med nosečnostjo, za 
ugotavljanje vpliva prehrane na mikrobioto mleka, pa podatke o načinu prehrane med 
dojenjem.  
Preglednica 23: Vpliv načina prehrane med dojenjem na mikrobno populacijo (log števila KE/ml), zraslo 
na gojišču BHI, iz vzorcev mleka M30. Prikazani so samo statistično značilni (p < 0,1) rezultati, dobljeni 
s testom Mann-Whitney (MW) (ostali rezultati so v prilogi C1). Rezultati primerjave med skupinami so 
podani kot mediana, variacijski razmik (min-max) v log KE/ml, ter število in delež (%) vzorcev nad mejo 
detekcije. Delež vzorcev nad mejo detekcije v obravnavanih skupinah smo primerjali s testom Hi-kvadrat 
(χ2). Statistično značilni rezultati so označeni z zvezdico (*p < 0,05). 
Table 23: The effect of the diet type during lactation on the microbial population (log CFU/ml) of human 
milk (M30) determined on BHI agar plates. Only statistically significant p <0.1 results obtained with 
Mann-Whitney (MW) test are presented (the rest are in the Annex C1). Differences are presented as 
median, range (min-max) in log CFU/ml and as number (%) of samples above limit of detection 
(differences were tested with Chi-Square test (χ2). Asterisks denote statistical significance (*p < 0,05). 
  Skupine Število Mediana Min-Max  MW  Število (delež)  χ2 
            vzorcev nad   
 
          mejo detekcije   
GOJIŠČE   (n) 
log 
(KE/ml) log (KE/ml) (p) n (%) (p) 
M0-TOS (1) Uživa meso 83 2,255 1,700-4,778 0,080 45 (54,2 %) 0,07 
  
(2) Ne uživa mesa 8 3,207 1,700-4,778   7 (87,5 %) 
  
M0-TOS (1) Uživa ribe 80 2,540575 1,700-4,778 0,043* 49 (61,3 %) 0,033* 
  (2) Ne uživa rib 11 1,69897 1,700-4,342   3 (27,3 %)   
M30-BHI (1) Uživa meso 69 3,927 2,362-6,167 0,047* 69 (100 %) 0,092 
  
(2) Ne uživa mesa 7 2,826 1,700-5,142   6 (85,7 %) 
  
M30-BHI (1) Uživa meso/ribe 73 3,927 2,362-6,167 0,010* 73 (100 %) 0,039* 
  
(2) Vegetarijanka 3 2,716 1,700-3,116   2 (66,7 %) 
  
M30-BHI (1) Uživa ribe 65 3,98 2,362-6,167 0,061 65 (100 %) 0,145 
  
(2) Ne uživa rib 11 3,116 1,700-4,629   10 (90,9 %) 
  
M30-MRS (1) Uživa ribe 65 3,2633 1,700-5,585 0,071 64 (98,5 %) 0,855 
  (2) Ne uživa rib 11 3,011 2,114-3,572   11 (100 %)   
Udeleženke smo razporedili v tri skupine glede na način prehrane. Prva razdelitev je 
bila glede na izbran vegetarijanski način prehrane, druga pa glede na uživanje mesa v 
prehrani in tretja glede na uživanje rib in ribjih izdelkov ter morskih sadežev (RRIMS) 
v času nosečnosti in dojenja. Ugotovili smo, da je način prehrane matere med dojenjem 
vplival na mikrobno populacijo bifidobakterij v kolostrumu in mezofilnih aerobnih 
bakterij v mleku, katere predstavniki so predvsem stafilokoki in streptokoki. Rezultati 
statistične analize podatkov metode štetja na ploščah so v prilogi C1 in preglednici 23 
(zgolj rezultati s statistično značilnostjo p < 0,1).V kolostrumu smo ugotovili večjo 
mikrobno populacijo bifidobakterij v skupini, ki uživa ribe v primerjavi z udeleženkami, 
ki rib ne uživajo (MW, p = 0,033). V mleku po 30 dneh sta bila delež nad mejo 
detekcije in velikost mikrobne populacije mezofilnih aerobnih bakterij zraslih na BHI, 
višja v skupini mater, ki so uživale meso/ribe (MW, p = 0,047; oziroma se niso 
opredelile kot vegetarijanke (MW, p = 0,010; χ2, p = 0,039). 
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Preglednica 24: Vpliv načina prehrane med nosečnostjo in dojenjem na število log kopij tarčne 16S 
rDNA za izbrane skupine bakterij v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, M90), qPCR. Prikazani so 
zgolj rezultati primerjave log števila kopij DNA/ml glede na način prehrane, s testom Mann-Whitney 
(MW) in statistično značilnostjo p < 0,1 (ostali v prilogi C2). Rezultati primerjave med skupinami so 
podani kot mediane, variacijski razmik (minimum, maksimum) vrednosti števila log kopij rDNA/ml), ter 
število in delež (%) vzorcev nad mejo detekcije. Delež vzorcev nad mejo detekcije v obeh skupinah smo 
primerjali s testom Hi-kvadrat (χ2). Statistično značilni rezultati so označeni z zvezdico (*p < 0,05). 
Table 25: Influence of maternal type of diet during pregnancy and lactation on number of copies target 
16S rDNA in ml human colostrum (M0) and milk (M30, M90). Presented are only results with statistical 
significant associations p < 0,1 tested with Mann-Whitney (the rest are in Annex C2). Differences are 
presented as median (log copies DNA/ml), range (min-max) in log (copies DNA/ml) and as number (%) 
of samples above limit of detection (differences tested with Chi-Square test (χ2)). Asterisks denote 
significance (*p < 0,05). 
BAKTERIJSKA 
SKUPINA  
Skupine Število Mediana Min-Max MW  Število (delež)  χ2 
    
log kopije 
DNA/ml2 log kopije DNA/ml2  
nad mejo 
detekcije   
  (n) /delež3  /delež3 (p)  n (%)    
3M0 Clostridium XIV 1-Uživa meso 40 5,92E-05 1,26E-06-1,55E-04 0,015* 38 (95 %) 0,586 
  2-Ne uživa mesa 3 1,45E-04 1,26E-04-1,66E-04   3 (100 %)   
2M0 Lactobacillus sp. 1-Uživa meso 40 1,876 1,876-3,007 0,031* 14 (35 %) 0,015
* 
  2-Ne uživa mesa 3 2,356 2,205-2,485   3 (100 %)   
2M0 Lactobacillus sp. 1-Uživa meso/ribe 41 1,876 1,876-3,007 0,089 15 (36,6 %) 0,049
* 
  2-Vegetarijanka 2 2,345 2,205-2,485   2 (100 %)   
2M30 Staphylococcus sp. 1-Uživa meso/ribe 59 3,518 2,851-6,629 0,060 37 (62,7 %) 0,017
* 
 2-Vegetarijanka 3 2,851 2,851-2,851   0 (0 %)   
2M30 S. epidermidis 1-Uživa meso/ribe 59 3,181 2,563-6,405 0,049* 39 (66,1 %) 0,013
* 
  2-Vegetarijanka 3 2,563 2,563-2,563   0 (0 %)   
2M30 Staphylococcus sp. 1-Uživa ribe 51 2,851 2,851-6,812 0,044* 10 (20,4 %) 0,034
* 
  2-Ne uživa rib 11 2,851 2,851-2,851   0 (0 %)   
2M30 S. epidermidis 1-Uživa ribe 51 2,577 2,563-6,241 0,042* 20 (40,8 %) 0,385 
  2-Ne uživa rib 11 2,577 2,563-3,057   3 (27,3 %)   
1,2M90 Enterobacteriaceae 1-Uživa meso/ribe 57 2,063 2,063-4,343 0,004* 14 (24,6 %) 0,005
* 
  2-Vegetarijanka 3 3,122 2,937-3,359   3 (100 %)   
1 Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 % 
2 V enotah log kopije tarčne DNA /ml 
3 V enotah delež (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije) 
Rezultati statistične analize podatkov vpliva načina prehrane na velikost mikrobnih 
populacij v kolostrumu in mleku, analiziranih z metodo qPCR, so zbrani v prilogi C2, 
rezultati s statistično značilnostjo p < 0,1 pa v preglednici 24. S statistično analizo 
podatkov s testom Mann-Whitney, smo med skupinama (uživa meso/ne uživa mesa) 
ugotovili razlike v številu kopij DNA klostridijev iz skupine XIV. Matere vegetarijanke, 
so imele v kolostrumu višji delež kopij DNA značilnih za skupino Clostridium XIV 
(MW, p = 0,015). Mikrobiota mleka (M30) vegetarijank in udeleženk, ki so uživale 
ribe, odvzetega 30 dni po porodu (M30), se je razlikovala v deležu stafilokokov, 
posebej vrste S. epidermidis. Mikrobna populacija vrste S. epidermidis je bila večja v 
mleku mater, ki so uživale meso in/ali ribe (MW, p = 0,049) in pri tistih, ki so uživale 
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ribe (MW, p = 0,042). V mleku mater, ki niso uživale mesa, pa je bilo značilno višje 
število kopij DNA značilnih za rod Lactobacillus (MW, p = 0,031). V zrelem mleku 
(M90) smo ugotovili višje število kopij DNA specifičnih za enterobakterije (MW, 
p = 0,004) in višji delež vzorcev nad mejo detekcije enterobakterij v mleku mater 
vegetarijank (χ2, p = 0,005). 
4.2.3.3   Vpliv načina prehrane na vsebnost DHK v mleku in sestavo mikrobiote 
materinega mleka 
Na podlagi raziskav iz literature smo se odločili, da podrobneje raziščemo povezave 
med vnosom DHK s prehrano in prehranskimi dopolnili s koncentracijo DHK v 
materinem mleku in vplive na mikrobioto materinega mleka. Prehranske navade 
uživanja rib, ribjih izdelkov in morskih sadežev (RRIMS) je na celotnem vzorcu 
udeleženk študije »Moje mleko« analiziral dr. Evgen Benedik v svoji doktorski nalogi 
(Benedik, 2015). Za ugotavljanje prehranskih navad uživanja RRIMS in prehranskih 
dopolnil v treh časovnih obdobjih pred, med nosečnostjo in med dojenjem, smo 
uporabili vprašalnik o pogostosti uživanja živil (VPŽ/R). Analizo maščobno-kislinske 
sestave in vsebnosti DHK v vzorcih materinega mleka (M30), pa so izvedli na 
Pediatrični kliniki (Služba za specialno laboratorijsko diagnostiko) s pomočjo plinske 
kromatografije s plamenskim ionizacijskim detektorjem (GC-FID) (Benedik, 2015). 
Iz preglednice 25 je razvidno, da so udeleženke študije v nosečnosti pridobile DHK 
predvsem iz prehrane (RRIMS) (94,5 %), delno pa tudi preko prehranskih dopolnil z n–
3 MK (40 %). Matere so med nosečnostjo pogosteje uživale prehranska dopolnila z n–3 
MK in manj kot polovica jih je nadaljevala z jemanjem tudi med dojenjem (27/66). 
Izmed udeleženk, ki med dojenjem niso uživale RRIMS so le 4 od 9 mater jemale 
prehranska dopolnila z n–3 MK. Med 6 udeleženkami, ki niso nikoli uživale RRIMS sta 
med dojenjem le 2 vegetarijanki uživali prehranska dopolnila. Izmed 9 udeleženk, ki so 
med dojenjem prenehale z uživanjem RRIMS, pa so le 4 uživale prehranska dopolnila. 
Svoje potrebe po DHK, glede na priporočila (200 mg DHK/dan), je v času nosečnosti v 
celoti pokrilo samo 41,2 % mater, v času dojenja pa le tretjina (32,4 %). Kar 9 
udeleženk je namreč med dojenjem iz svoje prehrane izločilo RRIMS, le 4 matere pa so 
vir n–3 nadomestile s prehranskimi dodatki, a je le ena med njimi zadostila 
priporočilom prehranskega vnosa DHK (preglednica 25). 
V nadaljevanju nas je zanimalo, kakšen vpliv ima dnevni vnos DHK s prehrano in/ali 
prehranskimi dopolnili na srednjo vrednost DHK v mleku. Na sliki 18 (a in b) smo 
prikazali, da uživanje izključno RRIMS oziroma RRIMS in prehranskih dopolnil, ki 
zadostijo potrebam matere (> 200 mg DHK/dan) vpliva na vsebnost DHK v mleku. 
Vsebnost DHK v mleku pri materah, ki v času dojenja uživajo RRIMS (Mediana = 0,23 
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ut. %, min = 0,11 ut. %, max = 1,34 ut. %) je značilno višja kot pri materah, ki ne 
uživajo RRIMS (mediana = 0,15 ut. %, min = 0,11 ut. %, max = 0,58 ut. %) (MW, 
p=0,015).  
Preglednica 25: Vnos DHK s prehrano in/ali prehranskimi dopolnili (v mg) ter doseganje priporočenega 
dnevnega vnosa DHK (> 200 mg/dan) glede na način prehrane med nosečnostjo in dojenjem (Uživa/Ne 
uživa rib, ribjih izdelkov, morskih sadežev (RRIMS). Prikazane so mediane in variacijski razmiki (min- 
max) vnosa DHK s prehrano in/ali prehranskimi dopolnili, glede na uživanje RRIMS, ter deleži 
udeleženk (n/%), ki dosegajo priporočen dnevni vnos DHK. 
Table 25: Intake of DHA with diet and/or dietary supplements (in mg) and meeting recommended daily 
intake (> 200 mg/day) in relation to type of diet: (Consuming/not consuming: fish, fish products/seafood 
(RRIMS). Differences in DHA intake (mg) are presented with median, range (min-max) and ratio (%) of 









Vnos DHK s 
prehrano 
 









     
  n (%) n (%) 
(v mg; mediana, 
min-max) 
(v mg; mediana, 
 min-max) 
NOSEČNOST 
1. Uživa RRIMS 156 (94,5 %) 62 (39,7 %)  116,5 (8,43-565,5) 178,3 (10,82-690,0) 67 (42,9 %) 
2. Ne uživa RRIMS 9 (5,5 %) 4 (44,4 %) 0 (0,0-41,28) 41,3 (0-440,0) 1 (11,1 %) 
Skupaj 165 (100 %) 66 (40,0 %) 0,0 (0,0-440,0) 173,6 (0,0-690,0) 68 (41,2 %) 
DOJENJE           
1. Uživa RRIMS 130 (89,7 %) 29 (22,3 %) 121,4 (0,0-919,6) 139,5 (0,0-1698,4) 46 (33,1 %) 
2. Ne uživa RRIMS 15 (10,3 %) 6 (40 %) 0,0 0,0 (0,0-530) 4 (26,7 %) 
Skupaj 145 (100 %) 35 (24,1 %) 109,5 (0,0-919,6) 
131,7 (0,0-1698,4) 47 (32,4 %) 
*Priporočen vnos za nosečnice in doječe matere > 200 mg/dan (RDA) (Referenčne vrednosti ..., 2016) 
Matere, ki niso pokrile potreb po DHK (> 200 mg DHK/dan) med dojenjem z RRIMS 
in prehranskimi dopolnili, pa so imele tudi v mleku nižjo mediano ut. % DHK 
(mediana = 0,20 ut. %; min = 0,11 ut. %; max = 0,62 ut. %) v primerjavi s tistimi, ki so 
zadostile svojim potrebam (mediana = 0,27 ut. %, min = 0,13 ut. %, max = 1,34 ut. %) 
(MW, p < 0,001), kar je razvidno tudi iz slike 17a. Matere, ki niso uživale RRIMS ali 
prehranskih dopolnil ali z dnevnim vnosom pod 200 mg DHK/dan) med dojenjem so 
imele najnižje vrednosti tudi DHK v mleku (mediana = 0,14 ut. %, min = 0,11, 
max = 0,15) (slika 17b). Matere, ki so v prehrani ali s prehranskimi dopolnili med 
dojenjem vnesle vsaj 200 mg DHK/dan so imele mediano vsebnosti DHK v mleku nad 
srednjo vrednostjo (0,23 ut. %).  
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Slika 17: Vsebnost DHK v mleku udeleženk, ki so med dojenjem uživale ribe, ribje izdelke in morske 
sadeže (RRIMS) (a), ter vsebnost DHK v mleku udeleženk, glede na doseganje priporočenega dnevnega 
vnosa DHK* (> 200 mg/dan) s prehrano in prehranskimi dopolnili med dojenjem (b).(*Referenčne 
vrednosti ..., 2016). Statistično značilne razlike (p < 0,05) določene z Mann Whitney testom smo označili 
z zvezdico. Okvir kvantilnega diagrama prikazuje mediano, kvartilni razmik (IQR) in ročaja na dolžini 
1,5 × IQR ter osamelce > 1,5 × IQR. 
Figure 17: DHA content (wt. %) in milk in relation to DHA intake from diet (Fish/fish products/seafood 
(RRIMS)) during lactation (a) and in relation to recommended daily intake (RDA) during lactation (> 200 
mg/day; Referenčne vrednosti .., 2016) (b). Differences were tested with Mann-Whitney test and asterisks 
denote statistical significance (*p < 0,05) (b). The box and whiskers plots represent the medians and 
interquartile ranges (IQR); whiskers (1,5 × IQR) and circles outliers (> 1,5 × IQR). 
Pri udeleženkah, ki so uživale RRIMS in prehranska dopolnila je bila mediana vsebnosti 
DHK v mleku 0,28 ut. % in kar 58,8 % jih je imelo DHK v mleku nad srednjo 
vrednostjo (0,23 ut. %). Pri materah, ki so uživale izključno RRIMS (nad 200 mg/dan) 
pa je bila vsebnost DHK v mleku 0,23 ut. %, kar je tudi mediana vseh analiziranih 
vzorcev. Kar kaže na to, da je koncentracija DHK v mleku v veliki meri odvisna od 
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Preglednica 26: Vpliv dnevnega vnosa DHK s prehrano (Ribe/ribji izdelki/morska hrana (RRIMS)) in 
prehranskimi dopolnili med dojenjem na vsebnost DHK v mleku (mediana, minimum, maksimum) in 
delež vzorcev nad mediano vseh analiziranih vzorcev (> 0,23 ut. %) 
Table 26: Daily Intake DHA in diet (Fish/fish products/seafood (RRIMS) and dietary supplements during 
lactation and influence on content of DHK in milk (median, minimum, maksimum) and number (%) of 
samples above median (> 0,23 wt. %).  








DHK v mleku  
(v ut. %) 
mediana 
(min-max) 
Število vzorcev z 
DHK v mleku nad 
0,23 ut. % 
n (%) 
1) Ne uživa RRIMS med dojenjem pod 200 mg/dan 0,14 (0,11-0,15) 0 (0 %) 
2) Uživa RRIMS in prehr. dopolnilo   0,23 (0,11-0,31) 2 (50 %) 
3) Uživa samo RRIMS    0,22 (0,13-0,62) 19 (32,8 %) 
1) Samo prehransko dopolnilo nad 200 mg/dan 0,38 (0,22-0,58) 3 (75 %) 
2) Uživa RRIMS in prehr. dopolnilo   0,28 (0,20-1,34) 10 (58,8 %) 
3) Uživa samo RRIMS    0,23 (0,15-0,71) 4 (40 %) 
*Priporočen vnos za nosečnice in doječe matere > 200 mg/dan (RDA) (Referenčne vrednosti ..., 2016). 
 
Preglednica 27: Vpliv vnosa DHK s prehrano in prehranskimi dopolnili med dojenjem (> 200 mg 
DHK/dan, < 200 mg DHK/dan) (a) in koncentracije DHK v mleku (<23 ut. %, > 23 ut. %) (b) na števila 
log kopij tarčne 16S rDNA za izbrane skupine bakterij v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, M90), 
določene z metodo qPCR (b). Prikazani so samo statistično značilni (p<0,1) rezultati, dobljeni s testom 
Mann-Whitney (MW) (ostali rezultati so v prilogi C3). Rezultati primerjave med skupinami so podani kot 
mediane, minimalne in maksimalne vrednosti log števila kopij 16S rDNA/ml ter število in delež (%) 
vzorcev nad mejo detekcije. Delež vzorcev nad mejo detekcije v obravnavanih skupinah smo primerjali s 
testom Hi-kvadrat (χ2). Statistično značilni rezultati so označeni z zvezdico (*p < 0,05). 
Table 27: The effect of daily intake of DHA in diet and dietary supplements during lactation (> 200 
mg/day, < 200 mg DHA/day) (a) and DHA concentration in milk (a) > 23 wt. %, > 23 wt. %) (b) on the 
number of copies of the target 16S rDNA in ml of human colostrum (M0) and milk (M30, M90) 
determined with qPCR. Only statistically significant p <0.1 results obtained with Mann-Whitney (MW) 
test are presented (the rest are in the Annex C3). Differences between groups are presented as medians 
(log copies DNA/ml), range (min-max) in number of 16S rDNA copies/ml and as number (%) of samples 
above the limit of detection (differences were tested with Chi-Square test (χ2)). Asterisks denote 


























detekcije   
  (n) (p)  ali delež3 delež3  n (%) (p) 
A) POKRITJE POTREB DHK (200 mg/dan) S PREHRANO (RRIMS) in PREHRANSKIMI DOPOLNILI 
3M0 Bacteroides-
Prevotella 
1) < 200 mg 
DHK/dan 33 4,41E-06 7,10E-07-3,28E-05 0,012* 20 (60,6 %) 0,921 
2) > 200 mg 
DHK/dan 
8 8,57E-06 3,75E-06-6,68E-05   5 (62,5 %)   
3M0 Clostridium IV 1) < 200 mg 
DHK/dan 33 1,79E-05 1,68E-06-8,07E-05 0,016* 19 (57,6 %) 0,115 
  2) > 200 mg 
DHK/dan 
8 4,87E-05 1,83E-05-6,59E-05  7 (87,5 %)   
3M0 Lactobacillus sp. 
1) < 200 mg 
DHK/dan 33 7,56E-07 6,90E-08-8,02E-06 0,087 12 (36,4 %) 0,482 
  2) > 200 mg 
DHK/dan 
8 1,53E-06 3,63E-07-5,33E-06   4 (50 %)   
2M30 Staphylococcus sp. 
1) < 200 mg 
DHK/dan 49 3,573 2,851-6,629 
0,057 
32 (65,3 %) 0,079 
  2) > 200 mg 
DHK/dan 
13 2,851 2,851-4,363   5 (38,5 %)   
     se nadaljuje ... 
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nadaljevanje Preglednice 27: Vpliv vnosa DHK s prehrano in prehranskimi dopolnili med dojenjem 
(> 200 mg DHK/dan, < 200 mg DHK/dan) (a) in koncentracije DHK v mleku (<23 ut. %, > 23 ut. %) (b) 
na števila log kopij tarčne 16S rDNA za izbrane skupine bakterij v vzorcih kolostruma (M0) in mleka 
(M30, M90), določene z metodo qPCR (b). Prikazani so samo statistično značilni (p<0,1) rezultati, 
dobljeni s testom Mann-Whitney (MW) (ostali rezultati so v prilogi C3). Rezultati primerjave med 
skupinami so podani kot mediane, minimalne in maksimalne vrednosti log števila kopij 16S rDNA/ml ter 
število in delež (%) vzorcev nad mejo detekcije. Delež vzorcev nad mejo detekcije v obravnavanih 
skupinah smo primerjali s testom Hi-kvadrat (χ2). Statistično značilni rezultati so označeni z zvezdico 

























detekcije   
   (n) (p)  ali delež3 delež3  n (%) (p) 
2M30 S. epidermidis 1) < 200 mg DHK 49 3,187 2,563-6,405 0,093 33 (67,3 %) 0,165 
  2) > 200 mg DHK 13 2,563 2,5623-4,192   6 (46,2 %)   
3M30 S. epidermidis 1) < 200 mg 
DHK/dan 49 9,34E-05 1,34E-06-5,80E-03 0,079 33 (67,3 %) 0,165 
  2) > 200 mg 
DHK/dan 
13 2,90E-05 1,21E-06-3,14E-04   6 (46,2 %)   
3M90 Streptococcus sp. 1) < 200 mg 
DHK/dan 48 1,42E-04 0,00E+00-1,04E-03 
0,037* 
26 (54,2 %) 0,795 
  2) > 200 mg 
DHK/dan 
12 3,64E-04 1,89E-05-1,46E-03   7 (58, 3%)   
b) DHK V MLEKU (mediana = 23 ut. %)  
2M0 Bifidobacterium sp. 1) DHK < 23 ut. % 21 2,471 2,471-4,039 0,022* 8 (38,1 %) 0,028* 
  2) DHK > 23 ut. % 13 3,212 2,471-4,116   10 (76,9 %)   
2M0 S. epidermidis 1) DHK < 23 ut. % 21 3,442 2,563-4,786 0,019* 13 (61,9 %) 0,037* 
  2) DHK > 23 ut. % 13 3,833 2,563-6,157   12 (92,3 %)   
3M0 Lactobacillus sp. 1) DHK < 23 ut. % 21 1,23E-06 1,03E-07-8,02E-06 0,058 10 (47,6 %) 0,601 
  2) DHK > 23 ut. % 13 7,28E-07 3,80E-09-4,06E-06   5 (38,5 %)   
2M90 Bifidobacterium sp. 1) DHK < 23 ut. % 34 2,633 2,471-3,786 0,017* 17 (50 %) 0,093 
  2) DHK > 23 ut. % 19 3,085 2,471-5,055   14 (73,7 %)   
2M90 S. epidermidis 1) DHK < 23 ut. % 34 2,563 2,563-3,873 0,062 12 (35,3 %) 0,389 
  2) DHK > 23 ut. % 19 2,577 2,563-6,241   9 (47,4 %)   
2M90 Enterococcus sp. 1) DHK < 23 ut. % 34 2,469 2,469-3,341 0,014* 13 (38,2 %) 0,035* 
  2) DHK > 23 ut. % 19 2,933 2,469-5,174   13 (68,4 %)   
1Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 %       
2V enotah log kopije DNA/ml             
3V enotah delež (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije).           
 
Količina DHK zaužita med dojenjem s prehrano in prehranskimi dopolnili pa vpliva 
tudi na koncentracijo bakterij v kolostrumu in mleku (preglednica 27 in priloga C3). 
Statistična analiza je namreč pokazala značilne pozitivne povezave med vnosom DHK s 
prehrano in prehranskimi dopolnili ter deležem mikrobnih populacij skupin 
Bacteroides-Prevotella (MW, p = 0,012) in Clostridium IV (MW, p = 0,016) v vzorcih 
kolostruma. V vzorcih mleka (M90) udeleženk, ki so uživale DHK v količinah višjih od 
priporočenih (DHK > 200 mg/dan), pa smo ugotovili višji delež bakterij MKB rodu 
Streptococcus (MW, p = 0,037). Z višanjem koncentracije DHK v mleku se zvišuje 
prisotnost bifidobakterij in vrste S. epidermidis (slika 18 in preglednica 27). V vzorcih 
mleka z višjo koncentracijo DHK smo določili višjo koncentracijo tarčne DNK značilne 
za rod Bifidobacterium tako v kolostrumu (MW, p = 0,022), kot tudi v mleku po 90 
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dneh (MW, p = 0,017). Ugotovili smo tudi višjo koncentracijo tarčne DNK za vrsto 
S. epidermidis v kolostrumu z višjo vsebnostjo DHK (MW, p = 0,019). Višja vsebnost 
DHK v zrelem mleku M90 pa je vplivala na višje število kopij tarčne DNK za rod 
Enterococcus (MW, p = 0,014).  
 
 
Slika 18: Vpliv vsebnosti DHK (v ut. %) v mleku na log števila kopij tarčne 16S rDNA značilne za 
bifidobakterije in število kopij genov tuf za stafilokoke v kolostrumu in mleku. Statistično značilne 
razlike (*p < 0,05) določene z Mann- Whitney testom smo označili v legendi z zvezdico. Okvir 
kvantilnega diagrama prikazuje mediano, kvartilni razmik (IQR) in ročaja na dolžini 1,5 × IQR ter 
osamelce > 1,5 × IQR. 
Figure 18: Effect of DHK content in milk (wt. %) on log number of copies target 16S rDNA specific for 
bifidobacteria and tuf genes for genus Staphylococcus in ml human colostrum (M0) and milk (M90). 
Differences were tested with Mann-Whitney test and asterisks in legend denote statistical significance (*p 
< 0,05). The box and whiskers plots represent the medians and interquartile ranges (IQR); whiskers (1,5 × 
IQR) and circles outliers (> 1,5 × IQR). 
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4.2.4 Vpliv uživanja probiotičnih bakterij na sestavo mikrobiote kolostruma in 
mleka udeleženk raziskave 
4.2.4.1   Uživanje probiotičnih izdelkov (PMSI, PPD in LK7) udeleženk med 
nosečnostjo in dojenjem 
Podatke o dolgoročnih prehranskih navadah glede uživanja probiotičnih izdelkov med 
nosečnostjo in dojenjem smo pridobili z vprašalnikom o pogostosti uživanja 
probiotičnih mlečnih ali sojinih izdelkov (PMSI) in probiotičnih prehranskih dopolnil 
ter OTC zdravil (PPD) (VPŽ/P; Priloga A2). Iz preglednice 28 lahko ugotovimo, da so 
le redke udeleženke v študiji med nosečnostjo in dojenjem uživale prehranska dopolnila 
ali OTC zdravila s probiotičnimi bakterijami (PPD). Manj kot šestina udeleženk študije 
je navedla, da redno ali občasno uživa probiotična prehranska dopolnila (PPD). Med 
nosečnostjo je občasno uživalo PPD 14,4 %, redno pa samo 1,9 %. Med dojenjem pa 
9,2 % občasno in 2 % redno. Izmed 3 udeleženk, ki so med nosečnostjo navedle, da 
redno uživajo PPD, ni nobena nadaljevala z redno uporabo v času dojenja, ena pa je 
med dojenjem nadaljevala z občasnim uživanjem PPD. Med udeleženkami, ki so med 
nosečnostjo občasno/redno uživale PPD, jih je 9 navedlo, da so z uživanjem nadaljevale 
tudi med dojenjem (Priloga E1). Ugotovili smo povezave med uživanjem PPD in PMSI 
med nosečnostjo in dojenjem, zato lahko zaključimo, da je le manjši delež mater med 
dojenjem spremenil navade v zvezi z uživanjem PPD (χ2, p < 0,001). 
Preglednica 28: Prikaz števila in deležev (%) udeleženk raziskave, ki so uživale PPD (probiotična 
prehranska dopolnila) in PMSI (probiotični mlečni in sojini izdelki), ter primerjava razlik v uživanju med 
nosečnostjo in dojenjem s testom Hi-kvadrat (χ2; p < 0,05).  
Table 28: Number and proportion (%) of participants in study consuming PPD (probiotic supplements) 
and PMSI (probiotic milk and soya products) and comparison of differences in consumption during 
pregnancy and lactation tested with Chi-Square test (χ2; p < 0,05). 
PPD 
  NOSEČNOST DOJENJE   NOSEČNOST DOJENJE 
1) Nikoli ne uživa 134 (83,8 %) 135 (88,8 %) 1) Ne uživa 134 (83,8 %) 135 (88,8 %) 
2) Občasno uživa 23 (14,4 %) 14 (9,2 %) 2) Da, uživa 26 (16 %) 17 (11,2 %) 
3) Redno uživa 3 (1,9%) 3 (2 %)    
Skupaj 160 (100 %) 152 (100 %)  χ2 (18,2; p< 0,001)   
PMSI 
  NOSEČNOST DOJENJE   NOSEČNOST DOJENJE 
1) Nikoli ne uživa 12 (7,5 %) 22 (14,5 %) 1) Nikoli, občasno 36 (22,5 %) 51 (33,6 %) 
2) Občasno uživa 24 (15 %) 29 (19,1 %) 2) Redno 124 (77,5 %) 101 (66,4 %) 
3) Redno uživa 124 (77,5 %) 101 (66,4 %)    
Skupaj 160 (100 %) 152 (100 %)  χ2 (42,0; p < 0,001) 
Med udeleženkami raziskave je 77,5 % redno uživalo PMSI, 15 % občasno in 7,5 % 
nikoli (preglednica 28). Primerjava uživanja PMSI med nosečnostjo in dojenjem je 
pokazala statistično ujemanje (χ2, p < 0,001), iz česar lahko sklepamo, da večina 
udeleženk ni spreminjala svojih navad v uživanju PMSI. Kljub smo ugotovili, da se je 
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med dojenjem delež mater, ki niso uživale nobenih probiotičnih mlečnih in sojinih 
izdelkov, povišal iz 7,5 % (nosečnost) na 14,7 %. 
4.2.4.2   Pilotna študija LK7 
Med udeleženkami študije je 33 udeleženk pristalo na dodatno študijo, v kateri smo 
proučevali vpliv uživanja probiotičnega seva Lactobacillus gasseri K7 (v nadaljevanju 
skupina LK7) na mikrobioto kolostruma in mleka. Potek študije je prikazan na sliki 5. 
Skupina LK7 je od 32. tedna nosečnosti do poroda uživala pripravek s probiotičnim 
sevom Lactobacillus gasseri sev K7 v koncentraciji 2 × 109 KE/g, 2-krat dnevno, 
kontrolno skupino pa so predstavljale udeleženke, ki niso uživale probiotičnega 
preparata s sevom K7. Udeleženke v pilotni študiji niso imele omejitev uživanja drugih 
probiotičnih izdelkov v času uživanja pripravka z LK7 (slika 19 in priloga E2). Med 
skupinama LK7 in ostalimi udeleženkami študije nismo ugotovili statistično značilnih 
razlik v uživanju probiotičnih izdelkov PPD (χ2, p=0,043), medtem ko je bila v 
uživanju PMSI razlika med deležem udeleženk, ki so redno uživale PMSI med 
skupinama LK7 in netretiranimi ≤ 5 % (slika 19). 
 
Slika 19: Strukturni diagram deležev udeleženk glede na uživanje PPD in PMSI v času nosečnosti v 
skupini, ki je uživala probiotični pripravek LK7 (n = 33) in kontrolni netretirani skupini udeleženk študije 
(n = 91)  
Figure 19: Relative abundance diagram (%, n=165) of consuming probiotic milk and soya products 
(PMSI) and probiotic supplements (PPD) during pregnancy between participants in study LK7 (n = 33) 
and control untreated group (n = 91).  
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4.2.4.3   Vpliv uživanja probiotičnih bakterij na sestavo mikrobne populacije 
kolostruma in mleka  
Vpliv uživanja PPD, PMSI in LK7 na velikost in sestavo mikrobiote kolostruma ter 
mleka udeleženk raziskave smo ugotavljali z različnimi statističnimi metodami 
(Spearmanov koeficient, MW test, KW test in Hi-kvadrat test). Statistična analiza 
povezav (s Spearmanovim koeficientom) med pogostostjo uživanja PMSI/PPD/La5, 
Bb12 in mikrobno populacijo v vzorcih kolostruma in mleka (qPCR) je v prilogi E3. 
Statistično značilne razlike v mikrobni populaciji izbranih skupin v vzorcih kolostruma 
in mleka, glede na uživanje probiotičnih izdelkov (PMSI, PPD, La5 in Bb12), testa 
Mann-Whitney (iz priloge E4, E5), so podrobneje predstavljene v preglednici 29 (Štetje 
na ploščah) in preglednici 30 (qPCR). Za ugotavljanje vpliva probiotičnih izdelkov v 
prehrani na mikrobioto kolostruma smo uporabili podatke vprašalnika za obdobje 
nosečnosti (VPŽ/P – A), za ugotavljanje vpliva na mikrobioto mleka (M0, M30) pa 
podatke pridobljene z vprašalnikom za obdobje dojenja (VPŽ/P – B, priloga A2). 
Udeleženke raziskave smo razporedili glede na uživanje PPD, PMSI in La5, Bb12 s 
probiotičnimi mlečnimi /sojinimi izdelki ter primerjali v 4 sklopih: 
— Uživanje PMSI (1-Nikoli, občasno; 2-Redno) 
— La5 in Bb12 (1-Ne uživa; 2-Da, uživa) 
— PPD (1-Ne uživa, 2-Da, uživa) 
 
Preglednica 29: Vpliv uživanja probiotičnih mlečnih in sojinih izdelkov (PMSI), probiotičnih izdelkov z 
La5 in B12 ter prehranskih probiotičnih dopolnil (PPD) med nosečnostjo in dojenjem na mikrobno 
populacijo (log števila KE/ml), zraslo na gojišču, M17 in TOS, iz vzorcev kolostruma (M0). Prikazani so 
samo statistično značilni (p < 0,1) rezultati, dobljeni s testom Mann-Whitney (MW) (ostali rezultati so v 
prilogi E4). Rezultati primerjave med skupinami so podani kot mediana, min in max vrednosti log KE/ml, 
ter število in delež (%) vzorcev nad mejo detekcije. Delež vzorcev nad mejo detekcije v obravnavanih 
skupinah smo primerjali s testom Hi-kvadrat (χ2). Statistično značilni rezultati so označeni z zvezdico (*p 
< 0,05).  
Table 29: The effect of consuming probiotic milk and soya products (PMSI), probiotic products with La5 
and Bb12, and probiotic supplements (PPD) during pregnancy and lactation on the microbial population 
(log CFU/ml) on microbial population (log CFU/ml) of colostrum (M0) determined on M17 and TOS 
agar plates. Only statistically significant p < 0.1 results obtained with Mann-Whitney (MW) test are 
presented (rest in Annex E4). Differences are presented as median, range (min-max) in log CFU/ml and 
as number (%) of samples above limit of detection (differences were tested with Chi-Square test (χ2)). 
Asterisks denote statistical significance (*p < 0,05). 
  




           
          
   (n) log (KE/ml) log (KE/ml)  (p) n (%)  (p) 
M0-M17 (1) Ne uživa La5, Bb12. 19 3,184 1,699-4,778 0,099 16 (84,2 %) 0,425 
  (2) Da, uživa La5, Bb12. 93 3,533 1,699-4,778   84 (90,3 %)   
M0-M17 (1) Nikoli, občasno PMSI. 25 3,184 1,699-4,778 0,025* 19 (76 %) 0,025* 
  (2) Redno PMSI. 87 3,544 1,699-4,778   81 (93,1 %)   
M0-TOS (1) Nikoli, občasno PMSI. 20 2,041 1,699-4,778 0,053 9 (45 %) 0,209 
  (2) Redno PMSI. 81 2,544 1,699-4,778   50 (61,7 %)   
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Preglednica 30: Vpliv uživanja probiotičnih mlečnih in sojinih izdelkov (PMSI), probiotičnih izdelkov z 
La5 in B12 ter prehranskih probiotičnih dopolnil (PPD) med nosečnostjo in dojenjem na log števila kopij 
tarčne 16S rDNA za izbrane skupine bakterij v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, M90), določene 
z metodo qPCR. Prikazani so samo statistično značilni (p < 0,1) rezultati, dobljeni s testom Mann-
Whitney (MW) (ostali rezultati so v prilogi E5). Rezultati primerjave med skupinami so podani kot 
mediana, variacijski razmik (min-max) vrednosti log števila kopij rDNA/ml in delež (%) vzorcev nad 
mejo detekcije. Delež vzorcev nad mejo detekcije v obravnavanih skupinah smo primerjali s testom Hi-
kvadrat (χ2). Statistično značilni rezultati so označeni z zvezdico (*p < 0,05). 
Table 30: The effect of consuming probiotic milk and soya products (PMSI), probiotic products with La5 
and Bb12, probiotic supplements (PPD) during pregnancy and lactation on the number of copies of the 
target 16S rDNA in ml human colostrum (M0) and milk (M30, M90). Presented are only statistically 
significant p < 0.1 results obtained with Mann-Whitney (MW) (rest in the Annex E5). Differences are 
presented as medians, range (min-max) in log DNA copies/ml) and as number (%) of samples above the 
limit of detection (differences were tested with Chi-Square test (χ2). Asterisks denote significance 





















































3M0 Clostridium IV. (1) Nikoli, občasno PMSI. 7 6,00E-05 4,97E-06-6,55E-05 0,013* 4 (57,1 %) 1,000 
  (2) Redno uživa PMSI. 38 1,81E-05 1,47E-06-8,07E-05   24 (63,2%)   
3M0 Enterobacteriaceae (1) Nikoli, občasno PMSI. 7 5,76E-05 1,42E-05-2,30E-04 0,091 7 (100 %) x 
  (2) Redno uživa PMSI. 38 2,67E-05 4,78E-07-2,61E-04   38 (100 %)   
2M0 Enterobacteriaceae (1) Ne uživa La5 Bb12. 7 2,469 2,469-6,544 0,080 2 (28,6 %) 0,166 
  (2)Uživa La5 Bb12. 38 2,469 2,469-4,210   3 (7,9 %)   
1,3M0 Enterococcus sp. (1) Ne uživa La5 Bb12. 7 5,43E-06 8,34E-07- 2,94E-04 0,091 2 (28,6 %) 0,166 
  (2)Uživa La5 Bb12. 38 1,71E-06 2,70E-07-6,65E-05   3 (7,9 %)   
2M30 Clostridium XIV. (1) Nikoli, občasno PMSI. 27 2,362 2,362-3,890 0,067 12 (44,4 %) 0,136 
  (2) Redno uživa PMSI. 39 3,141 2,362-4,076   25 (64,1 %)   
2M30 Clostridium XIV. (1) Ne uživa La5 Bb12. 16 2,362 2,362-3,569 0,075 6 (37,5 %) 0,147 
  (2)Uživa La5 Bb12. 50 3,092 2,362-4,076   31 (62,0 %)   
3M30 Clostridium XIV. (1) Ne uživa La5 Bb12. 16 1,48E-05 3,57E-06-1,07E-04 0,050 6 (37,5 %) 0,147 
  (2)Uživa La5 Bb12. 50 3,12E-05 1,39E-06-5,59E-04   31 (62,0 %)   
3M30 Staphylococcus sp. (1) Nikoli, občasno PMSI. 27 2,17E-04 1,66E-05-9,70E-03 0,073 18 (66,7 %) 0,322 
(2) Redno uživa PMSI. 39 9,28E-05 2,34E-06-2,30E-03   21 (53,8 %)   
1,2M30 Enterococcus sp. (1) Nikoli, občasno PMSI. 27 2,469 2,469-3,790 0,056 6 (22,2 %) 0,184 
(2) Redno uživa PMSI. 39 2,469 2,469-5,882   16 (41 %)   
1,2M30 Enterococcus sp. (1)Ne uživa PPD. 56 1,876 1,876-2,797 0,063 6 (10,7 %) 0,102 
(2) Da, uživa PPD. 10 1,876 1,876-4,099   3 (30 %)   
1,3M30 Lactobacillus sp. (1)Ne uživa PPD. 56 2,78E-06 1,71E-07-1,74E-04 0,074 6 (10,7 %) 0,102 
(2) Da, uživa PPD. 10 7,98E-06 1,28E-06-5,17E-04   3 (30 %)   
1,2M90 Clostridium IV. (1) Nikoli, občasno PMSI. 27 2,774 2,774-4,691 0,050 6 (22,2 %) 0,044* 
  (2) Redno uživa PMSI. 37 2,774 2,774-4,710   2 (5, 4%)   
1,3M90 Clostridium IV. (1) Nikoli, občasno PMSI. 27 1,18E-04 8,78E-06-1,44E-03 0,091 6 (22,2 %) 0,044* 
 (2) Redno uživa PMSI. 37 6,43E-05 3,39E-06-1,32E-03   2 (5, 4%)   
1,2M90 Lactobacillus sp. (1)Ne uživa PPD. 54 1,876 1,876-3,392 0,061 4 (7,4 %) 0,070 
(2) Da, uživa PPD. 10 1,876 1,876-2,952   3 (30 %)   
1,3M90 Lactobacillus sp. (1)Ne uživa PPD. 54 7,97E-06 1,21E-07-1,99E-03 0,079 4 (7,4 %) 0,070 
 (2) Da, uživa PPD. 10 2,47E-05 3,03E-06-1,96E-04   3 (30 %)   
1 Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 % 
2 V enotah log kopije DNA/ml 
3V enotah delež (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije). 
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Ugotovili smo pozitivno povezavo med pogostostjo uživanja PMSI v nosečnosti in 
skupnim številom kopij bakterij v kolostrumu in (rs = 0,304; p = 0,042). Delež 
udeleženk, ki so redno uživale PPD med nosečnostjo je bil zelo nizek (1,9 %), zato 
statistična analiza podatkov ni zanesljiva. Matere, ki so pogosteje uživale PMSI so 
imele v kolostrumu nižje število kopij značilnih za enterobakterije, negativna korelacija 
je bila statistično značilna (rs = – 0,395; p = 0,007), kar velja tudi za matere, ki so 
pogosteje uživale mlečne in sojine izdelke s sevom La5 in Bb12 (rs = – 0,295; p = 
0,049). Tudi tekom zorenja mleka smo ugotovili statistično značilno povezavo med 
številom kopij enterobakterij v mleku (M90) in uživanjem PMSI (rs = – 0,278; 
p = 0,025). Udeleženke, ki so redno uživale PMSI v nosečnosti, so imele v kolostrumu 
višje število bakterij, zraslih na gojišču za M17 (MW, p = 0,025) torej višje število 
MKB, vendar pa je bilo število kopij tarčne DNA, značilne za laktobacile, v kolostrumu 
v negativni povezavi s pogostostjo uživanja La5 in Bbb12 s prehranskimi probiotičnimi 
izdelki (rs = – 0,298; p = 0,047). V vzorcih mleka M30 in M90 udeleženk, ki so uživale 
PPD, pa smo sicer ugotovili višji delež in število kopij, značilnih za laktobacile,vendar 
so rezultati nezanesljivi zaradi nizkega števila vzorcev s koncentracijo laktobacilov nad 
mejo detekcije v (M30 – 13,2 %) in v M90 (10,8 %) in nizkega števila vzorcev mater, ki 
so uživale PPD. V kolostrumu (M0) in mleku M90 udeleženk, ki niso uživale PMSI, 
smo ugotovili tudi značilno višji delež bakterij skupine Clostridium IV (MW, 
p = 0,013). 
4.2.4.4   Vpliv uživanja probiotične bakterije Lactobacillus gasseri K7 (LK7) na 
mikrobioto kolostruma in mleka udeleženk  
Uživanje probiotičnega seva LK7 je vplivalo na mikrobno populacijo laktobacilov v 
kolostrumu udeleženk. V kolostrumu udeleženk, ki so med nosečnostjo uživale LK7, 
smo na selektivnem gojišču za laktobacile – ROGOSA, določili značilno višje število 
kolonij, kot v kolostrumu udeleženk, ki LK7 niso uživale (MW, p = 0,011). Značilne so 
bile tudi razlike v deležu vzorcev nad mejo detekcije, ki je bil v skupini LK7 60 %, v 
skupini netretiranih udeleženk pa 25,9 %. V preglednici 32 lahko vidimo, da je bil v 
kolostrumu mater, ki so v nosečnosti uživale probiotični pripravek, opazen trend višjega 
števila kopij tarčne DNA za rod Lactobacillus v primerjavi s kontrolno skupino, vendar 
razlike niso bile statistično značilne (MW, p = 0,066). Pri materah, ki so uživale 
probiotični pripravek s sevom LK7, smo v vzorcih zrelega mleka (M30) ugotovili nižje 
število vzorcev zrelega mleka nad mejo detekcije (χ2, p = 0,004) in nižje število kopij 
tarčne DNA značilne za družino Enterobacteriaceae (MW, p = 0,002). Enak trend 
razlike se je ohranil tudi v vzorcih M90, vendar razlika ni bila statistično značilna (MW, 
p = 0,090).  
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Preglednica 31: Vpliv uživanja probiotičnega seva L. gasseri K7 (LK7) v nosečnosti na mikrobno 
populacijo (log števila KE/ml), zraslo na gojišču ROGOSA, iz vzorcev kolostruma (M0). Prikazani so 
samo statistično značilni (p < 0,1) rezultati, dobljeni s testom Mann-Whitney (MW) (ostali rezultati so v 
prilogi E4). Rezultati primerjave med skupinami so podani kot mediana, variacijski razmik (min-max) v 
log KE/ml, ter število in delež (%) vzorcev nad mejo detekcije. Delež vzorcev nad mejo detekcije v 
obravnavanih skupinah smo primerjali s testom Hi-kvadrat (χ2). Statistično značilni rezultati so označeni 
z zvezdico (*p < 0,05). 
Table 31: The effect of consuming LK7 strain in pregnancy on the microbial population (log CFU/ml) on 
microbial population (log CFU/ml) of colostrum (M0) determined on ROGOSA agar plates. Only 
statistically significant p < 0.1 results obtained with Mann-Whitney (MW) test are presented (the rest are 
in the Annex E4). Differences are presented as median, range (min-max) in CFU/ml and number (%) of 
samples above limit of detection (differences were tested with Chi-Square test (χ2)). Asterisks denote 
statistical significance (*p < 0,05). 
 
Preglednica 32: Vpliv uživanja probiotičnega seva L. gasseri K7 (LK7) v nosečnosti na log števila kopij 
tarčne 16S rDNA ,za izbrane skupine bakterij, v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, M90), določene 
z metodo qPCR. Prikazani so samo statistično značilni (p<0,1) rezultati, dobljeni s testom Mann-Whitney 
(MW) (ostali rezultati so v prilogi E5). Rezultati primerjave med skupinami so podani kot mediane, 
variacijski razmik (min-max) v log številu kopij DNA/ml ter število in delež (%) vzorcev nad mejo 
detekcije. Delež vzorcev nad mejo detekcije v obravnavanih skupinah smo primerjali s testom Hi-kvadrat 
(χ2). Statistično značilni rezultati so označeni z zvezdico (*p < 0,05). 
Table 32: The effect of consuming L. gasseri K7 (LK7) in pregnancy during pregnancy on the number of 
copies of the target 16S rDNA in ml human colostrum (M0) and milk (M30, M90). Only statistically 
significant p <0.1 results obtained with Mann-Whitney (MW) test are presented (the rest are in the Annex 
E5). Differences are presented as medians (log copies DNA/ml), range (min-max) in number of DNA 
copies/ml and as number (%) of samples above the limit of detection (differences were tested with Chi-















  log (kopije  log     
  DNA/ml kopije DNA/ml     
(n) /delež /delež (p)  n (%) (p) 
2M0 Streptococcus sp. 1) LK7 7 3,654 2,942-4,905 0,221 7 (100 %) 0,006* 
  2)Netretirane 38 3,291 2,671-7,988   21 (55,3 %)   
2M0 Lactobacillus sp.  1) LK7 7 2,256 1,876-2,782 0,066 5 (71,4 %) 0,066 
  2)Netretirane 38 1,876 1,876-3,007   13 (34,2 %)   
1,2M30 Clostridium IV. 1) LK7 22 2,774 2,774-4,81 0,071 3 (13,6 %) 0,088 
  2)Netretirane 46 2,774 2,774-4,782   16 (34,8 5)   
1,3M30 Clostridium IV. 1) LK7 22 2,95E-05 7,14E-06-3,40E-04 0,065 3 (13,6 %) 0,088 
  2)Netretirane 46 5,56E-05 3,59E-06-3,45E-03   16 (34,8 5)   
1,2M30 Enterobacteriaceae 1) LK7 22 2,063 2,063-3,819 0,002* 6 (27,3 %) 0,004* 
  2)Netretirane 46 2,972 2,063-5,265   31 (67,4 %)   
3M30 Enterobacteriaceae 1) LK7 22 6,87E-06 6,51E-07-4,53E-04 0,034* 6 (27,3 %) 0,004* 
  2)Netretirane 46 1,79E-05 2,63E-07-4,66E-03   31 (67,4 %)   
1,3M90 Clostridium IV. 1) LK7 22 1,28E-04 1,02E-05-1,44E-03 0,063 4 (18,2 %) 0,427 
  2)Netretirane 43 6,36E-05 3,39E-06-1,32E-03   4 (9,3 %)   
1,2M90 Enterobacteriaceae 1) LK7 22 2,063 2,06-3,205 0,090 3 (13,6 %) 0,139 
  2)Netretirane 43 2,063 2,063-4,343   14 (32,6 %)   
3M90 Enterococcus sp. 1) LK7 22 1,00E-04 3,77E-06-1,61E-02 0,088 13 (59,1 %) 0,301 
  2)Netretirane 43 3,83E-05 2,88E-06-2,38E-03   19 (44,2 %)   
1Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 % 
2V enotah log kopije DNA /ml 
3V enotah delež (izbrana bakterijska skupina /vse bakterije  
  Skupine Število Mediana Min-max  MW Število (delež)  χ2 
           vzorcev nad   
         mejo detekcije   
GOJIŠČE   (n) log (KE/ml)  log (KE/ml) (p) n (%) (p) 
M0-ROGOSA (1)LK7 20 2,000 1,700-4,470 0,011 39 (97,5 %) 0,010 
  (2)Netretirane 81 1,700 1,700-4780   36 (100 %)   
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4.2.4.5   Uživanje probiotičnih izdelkov v prehrani in prehranskih dopolnilih in vpliv na 
mikrobioto mleka  
Vse udeleženke pilotne študije iz skupine K7 niso nadaljevale z uživanjem 
probiotičnega pripravka LK7 med dojenjem, zato razlike v mikrobni populaciji 
laktobacilov, zraslih na gojišču ROGOSA v vzorcih M30 in M90 nismo zasledili. 
Udeleženke pilotne študije so uživale tudi probiotična seva z La5 in Bb12 ter ostale 
probiotične seve v PMSI ter PPD. S pomočjo metode glavnih komponent (PCA) smo 
želeli ugotoviti ali uživanje probiotičnih izdelkov (PMSI, PPD, LK7 in La5Bb12) med 
nosečnostjo in dojenjem vpliva na delež izbranih MKB in bifidobakterij v vzorcih 
kolostruma in mleka. Iz slike 20a lahko razberemo, da ima največji vpliv na variabilnost 
(29,7 %) komponente 2 rod Lactobacillus. Glede na položaj vzorcev na razsevnem 
diagramu nismo ugotovili vpliva uživanja probiotičnih izdelkov (PMSI, PPD in LK7) 
na število kopij DNA/ml izbranih rodov mlečnokislinskih bakterij ali bifidobakterij. 
 
Slika 20: Vpliv uživanja probiotičnih bakterij v prehrani (PMSI: Probiotični mlečni in/ali sojini izdelki; 
PPD: Probiotična prehranska dopolnila (matere) in LK7: Probiotični pripravek Lactobacillus gasseri K7) 
udeleženk študije z analizo glavnih komponent (PCA) rotacija varimax, bakterijskih skupin kolostruma 
(M0). Položaj spremenljivk (log števila kopij tarčne DNA za izbrane skupine bakterij v ml kolostruma) v 
prostoru prvih dveh glavnih komponent (a). Razsevni diagram z dvema glavnima komponentama pokriva 
40,0 % in 29,7 % variabilnosti podatkov (b). PCA vzorcev kolostruma (M0) glede na uživanje 
probiotičnih bakterij (PMSI, PPD in LK7). 
Figure 20: Probiotic bacteria consumption (PMSI: Probiotic milk and soya products; PPD: Probiotic 
dietary supplements and LK7: Probiotic strain Lactobacillus gasseri K7) and Principal component 
analysis (PCA) with varimax rotation of the kolostrum (M0). Loadings of number of group specific 
bacterial DNA copies in ml kolostrum/milk (a). Scatter plot shows the two primary principal components, 
which explain 47.7 % and 12.5 % of data variation (b). Individual PCA scores of colostrum (M0) and 
consumption of probiotics (PMSI, PPD, LK7).  
Za določanje stopnje vpliva uživanja probiotičnih bakterij z živili in prehranskimi 
dopolnili na število kopij tarčne DNA specifične za posamezne rodove MKB v 
kolostrumu in mleku smo uporabili tudi regresijsko analizo (preglednica 33). Za izbrane 
rodove, katerih vrste so bile prisotne v manjših koncentracijah in smo jih zato detektirali 
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v manj kot 30 % vzorcev, smo uporabili logistično regresijo. Z neodvisnimi 
spremenljivkami (LK7, PMSI, PPD in La5, Bb12) smo skupno pojasnili 27,7 % 
variabilnosti rodu Enterococcus v vzorcih M0. Na delež rodu Enterococcus v vzorcih 
M0 je imelo največji vpliv uživanje La5, Bb12 (B = – 0,466; p = 0,002). Delež rodu 
Enterococcus se je pri rednem uživanju PPD in La5, Bb12 znižal, pri rednem uživanju 
PMSI pa za 0,383-krat zvišal. V mleku M30 pa je uživanje PMSI zvišalo mikrobno 
populacijo streptokokov (B = 0,358, p = 0,015). 
Preglednica 33: Multipla regresijska analiza povezav med bakterijskimi skupinami (logit delež (izbrana 
bakterijska skupina/vse bakterije) oziroma delež vzorcev pod mejo detekcije da/ne) v kolostrumu in 
mleku ter uživanjem probiotičnih bakterij z živili (PMSI) ali s prehranskimi dopolnili (LK7, PPD) ali 
uživanje La5, Bb12 v probiotičnih izdelkih. a) Multipla linearna regresijska analiza (LR) povezav logit 
deleža MKB in bifidobaterij ter probiotičnih izdelkov (LK7, PPD, PMSI, La5, Bb12). Statistično značilne 
povezave označene z zvezdico (p < 0,05). Navedli smo standardizirane beta koeficiente in pripadajočo p-
vrednost. b)Multipla logistična regresijska analiza (LOGR) povezav pri bakterijskih skupinah z nizkim 
deležem vzorcev nad mejo detekcije ( < 30 %). Navedli smo verjetnost izzida (exp B), da je vzorec pod 
mejo detekcije in statistično značilne povezave označene z zvezdico (p < 0,05). 
Table 33: Multiple linear regression (LR) analysis of the associations of logit transformed relative 
abundances (selected bacterial group/all bacteria) of microbial groups with consuming probiotic milk, 
soya products (PMSI), probiotic supplements (PPD) and LK7 (probiotic supplement with L. gasseri K7) 
and probiotic products with La5 Bb12. Significant associations (p < 0.05) are denoted with asterisks. 
Bacterial groups with < 30% detected samples were analysed by multiple logistic regression analysis. 
Significant associations (p < 0.05) are denoted with asterisks.  
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Bifidobacterium sp. a 0,094  0,550  0,006  0,973  0,225  0,164  -0,126  0,441 
Streptococcuss sp. a -0,033 0,828 0,254 0,135 -0,243 0,124 -0,276 0,087 
Enterococcus sp. b 0,045 0,743 0,383 0,015* -0,310 0,033* -0,466 0,002* 
Lactobacillus sp. a -0,289 0,068 -0,030 0,859 0,082 0,607 -0,045 0,782 









i Bifidobacterium sp. b / / -0,139 0,355 -0,124 0,332 0,137 0,358 
Streptococcus sp. a / / 0,358 0,015* -0,186 0,130 -0,238 0,098 
Enterococcus sp. b / / 4,949 0,054 2,125 0,298 0,240 0,108 
Lactobacillus sp. b / / 0,582 0,543 3,975 0,105 1,287 0,806 











Bifidobacterium sp. a / / 0,004 0,977 -0,107 0,415 0,121 0,426 
Streptococcus sp. a / / 0,151 0,324 -0,117 0,373 -0,002 0,992 
Enterococcus sp. a / / 0,045 0,764 0,189 0,147 0,055 0,712 
Lactobacillus sp. b / / 1,243 0,839 4,827 0,077 1,419 0,794 
L. gasseri b / / 0,820 0,793 0,461 0,490 0,532 0,426 
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4.2.5 Vpliv izbranih dejavnikov matere, prehrane in okolja na sestavo kolostruma 
in mleka  
V preteklih poglavjih smo podrobneje analizirali vpliv prehrane matere (način prehrane 
in uživanje probiotičnih bakterij ter telesne mase matere (ITM pred zanositvijo in prirast 
TM med nosečnostjo) na bakterijsko sestavo humanega mleka. V tem poglavju smo 
vključili še druge dejavnike matere in okolja (starost, kajenje, način poroda, terapija z 
antibiotiki med nosečnostjo in dojenjem) ter prehrane otroka (izključno, delno dojenje), 
ki bi potencialno lahko vplivali na bakterijsko sestavo materinega mleka. V regresijski 
model smo vključili samo izbrane dejavnike, pri katerih smo z neparametričnimi testi 
(Mann-Whitney in Kruskal-Wallis ugotovili statistično značilne (p < 0,05) ali vsaj 
mejno značilne povezave (p < 0,1), rezultati pa so zbrani v prilogi F. S postavitvijo 
multiplega linearnega regresijskega modela, smo preverili kakšno stopnjo vpliva imajo 
izbrani dejavniki na delež (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije) in delež vzorcev 
nad mejo detekcije izbranih bakterijskih skupin v kolostrumu in mleku (M30, M90) 
(preglednica 34). Pod črko b smo v preglednici 34 označili bakterijske skupine, kjer je 
bilo v več kot 30 % vzorcev število kopij DNA /ml pod mejo detekcije in uporabili 
multiplo logistično regresijsko analizo. Ugotovili smo, da imajo največji vpliv na 
mikrobno populacijo v vzorcih kolostruma dejavniki: prirast TM med nosečnostjo 
(IOM1), prehrana otroka (izključno/delno dojenje) vnos DHK s prehrano in vsebnost 
DHK v mleku. Na mikrobno populacijo v vzorcih mleka pa ITM (ITM < 25/ITM > 30) 
in uživanje probiotičnega seva LK7 med nosečnostjo. 
Z neodvisnimi spremenljivkami (ITM matere pred zanositvijo, prirast TM, način 
prehrane otroka in PMSI) smo skupno pojasnili 25 % variabilnosti spremenljivke 
skupine Clostridium IV v vzorcih kolostruma. Na delež skupine Clostridium IV v M0 
najbolj vpliva način prehrane otroka (B = –0,350, p=0,037), trend pa se kaže tudi pri 
vplivu ITM (B = 0,350, p = 0,054). Delež skupine Clostridium IV v vzorcih, ki so delno 
dojile je za tretjino nižji, v primerjavi z materami, ki so izključno dojile. Višji pa je v 
vzorcih kolostruma mater z prekomerno telesno maso, v primerjavi z mikrobioto 
kolostruma mater z normalno telesno maso. Na delež skupine Bacteroides-Prevotella v 
vzorcih kolostruma ima med izbranimi dejavniki (DHK, ITM matere pred zanositvijo, 
IOM in način poroda) ima največji vpliv vnos DHK v prehrani. Matere, ki so uživale 
DHK nad priporočenim dnevnim vnosom (> 200 mg/dan), so imele v mleku višji delež 
skupine Bacteroides-Prevotella v mikrobni populaciji. Prehrana otroka je vplivala tudi 
na delež enterokokov v vzorcu kolostruma. V multipli logistični regresijski model smo 
vključili naslednje spremenljivke: Prehrana otroka, Uživanje La5, Bb12 in ITM matere 
pred zanositvijo. Prehrana otroka je edina statistično značilno vplivala na prisotnost 
enterokokov v kolostrumu matere (expB = 14,812, p = 0,030) in z modelom smo opisali 
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42,6 % variabilnosti spremenljivke rod Enterococcus. Pri udeleženkah, ki so izključno 
dojile, so imele 14,8-krat večjo verjetnost, da je njihov kolostrum vseboval velikost 
mikrobne populacije enterokokov pod mejo detekcije. Da bi ugotovili kaj vpliva na 
delež enterobakterij v kolostrumu smo vključili naslednji neodvisni spremenljivki IOM1 
in PMSI. Z IOM1 lahko pojasnimo 11 % variabilnosti spremenljivke družina 
Enterobacteriaceae v vzorcih kolostruma (B = 0,311; p = 0,047). Udeleženke, ki so 
presegle priporočila IOM za prirast TM med nosečnostjo, so imele v 0,3 krat višji logit 
deleža enterobakterij v kolostrumu. Pri materah, ki uživajo PMSI smo ugotovili 
negativno povezavo z enterobakterijami, vendar razlika ni bila statistično značilna (B = 
– 0,295, p= 0,058). V vzorcih M30 pa smo ugotovili za 0,18-krat nižji delež 
enterobakterij v skupini netretiranih. Na delež Lactobacillus gasseri v kolostrumu ima 
med izbranimi dejavniki največji vpliv vsebnost DHK (v ut. %) v mleku (B=-0,383, p = 
0,035). Matere, ki so imele višjo vsebnost DHK v mleku so imele nižji delež 
Lactobacillus gasseri v kolostrumu. Na bakterijsko sestavo vzorcev mleka M90 je imel 
vpliv ITM matere pred zanositvijo. V logistični regresijski model smo vključili odvisno 
spremenljivko prisotnost rodu nad mejo detekcije Staphylococcus v vzorcih M90 in 
neodvisno spremenljivko ITM ( < 25 in > 30). Model je bil statistično značilen (p < 
0,05) in s spremenljivko ITM smo pojasnili 15,2 % variance. Udeleženke, ki so imele 
normalen ITM, so imele nižje obete, da je bilo število kopij tarčne DNA za rod 
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Preglednica 34: Multipla regresijska analiza povezav med bakterijskimi skupinami (logit delež (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije) oziroma delež vzorcev pod 
mejo detekcije da/ne) in dejavniki prehrane, matere ter okolja. Kriterij za vključitev v regresijski model je bil statistična značilnost p < 0,01 pri neparametričnih 
statističnih testih (KW in MW) –priloga E5. Pri modelu, kjer bi imeli med dejavniki dve odvisni spremenljivki smo naredili dva izračuna (npr. ITM-Bacteroides-
Prevotella; M0-1 in M0-2). Multipla linearna regresijska analiza (LR) povezav med logit deleži izbranih bakterijskih skupin in izbranimi dejavniki. Statistično značilne 
povezave so označene z zvezdico (p < 0,05). Navedli smo standardizirane beta koeficiente in pripadajočo p-vrednost (a). Multipla logistična regresijska analiza 
(LOGR) povezav pri bakterijskih skupinah zastopanih v koncentraciji nad mejo detekcije v nizkem deležu (< 30 %). Statistično značilne povezave so označene z 
zvezdico p < 0,05. Navedli smo verjetnost izzida (exp B) – vzorec pod mejo detekcije in p-vrednost (b). 
Table 34: Multiple regression analysis of the associations of logit transformed relative abundances of microbial groups with mother and infant pair dietary, 
enviromental, characteristics. Predictor variables included in the regression model were selected by non-parametric bivariate analyses of the relative microbial 
abundances and the independent variables. Criterion for the inclusion in the model was (p < 0.1). Cases with two dependant variables were made twice (ITM-
Bacteroides-Prevotella; M0-1 in M0-2). Significant associations (p < 0.05) are denoted with asterisks (a). Bacterial groups with < 30% detected samples were analysed 
by multiple logistic regression analysis (marked with b). Significant associations (p < 0.05) are denoted with asterisks (b) 








B/  p B/  p B/  p B/  p B/  p B/  p B/  p B/  p B/  p 
exp 
(B)    
exp 
(B)    
exp 
(B)    
exp 
(B)    
exp 
(B)    
exp 
(B)    
exp 
(B)    
exp 
(B)    
exp 
(B)    
Vse bakterije M0 a                                     
  M30 a                                     
  M90 a                                     
Bacteroides-
Prevotella 
M0-1 a             -0,223 0,193 0,182 0,292     0,154 0,330         
M0-2 a             -0,208 0,218     0,156 0,348 0,164 0,298         
  M30 b                                     
  M90-1 b         0,643 0,567                         
  M90-2 b             0,000 0,999                     
Bifidobacterium sp. M0 a             0,199 0,320                     
  M30 b                             3E+08 0,998     
  M90 a                     0,115 0,431             
B. lactis M0 a                                     
  M30 a                                     
  M90 a                                     
Clostridium IV M0 a             0,350 0,054 -0,289 0,112         -0,350 0,037*     
  M30 a                                     
  M90 b     0,136 0,056                             
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nadaljevanje Preglednice 34: Multipla regresijska analiza povezav med bakterijskimi skupinami (logit delež (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije) oziroma delež 
vzorcev pod mejo detekcije da/ne) in dejavniki prehrane, matere ter okolja. Kriterij za vključitev v regresijski model je bil statistična značilnost p < 0,01 pri 
neparametričnih statističnih testih (KW in MW) –priloga E5. Pri modelu, kjer bi imeli med dejavniki dve odvisni spremenljivki smo naredili dva izračuna (npr. ITM-
Bacteroides-Prevotella; M0-1 in M0-2). (a) Multipla linearna regresijska analiza (LR) povezav med logit deleži izbranih bakterijskih skupin in izbranimi dejavniki. 
Statistično značilne povezave so označene z zvezdico (p < 0,05). Navedli smo standardizirane beta koeficiente in pripadajočo p-vrednost (a). Multipla logistična 
regresijska analiza (LOGR) povezav pri bakterijskih skupinah zastopanih v koncentraciji nad mejo detekcije v nizkem deležu (< 30 %). Statistično značilne povezave 
so označene z zvezdico p < 0,05. Navedli smo verjetnost izzida (exp B) – vzorec pod mejo detekcije in p-vrednost (b). 







B/  p B/  p B/  p B/  p B/  p B/  p B/  p B/  p B/  p 
exp 
(B)    
exp 
(B)    
exp 
(B)    
exp 
(B)    
exp 
(B)    
exp 
(B)    
exp 
(B)    
exp 
(B)    
exp 
(B)    
Clostridium XIV M0 a                                     
  M30 a                                     
  M90 b 1,807 0,141                                 
Enterobacteriaceae M0 a                 0,311 0,047*                 
  M30 b                                     
  M90 b                                     
Staphylococcus sp. M0 a                                     
  M30 a                                     
  M90 b             0,085 0,029*                     
S. epidermidis M0 a                                     
  M30 a                                     
  M90 a                                     
Streptococcus sp. M0 a                             0,259 0,102     
  M30 a                                     
  M90 a 0,117 0,366                                 
Enterococcus sp. M0-1 b         0,000 0,999                 14,812 0,030     
  M0-2 b             3E+08 0,999             0,068 0,030*     
  M30 b                                     
  M90 a                     0,130 0,387             
Lactobacillus sp. M0-1 a     -0,210 0,281                             
  M0-2 a     -0,222 0,246                             
  M30 b                                     
  M90 b                                     
L. gasseri M0 a 0,002 0,993     -0,156 0,379                         
  M30 a                                     
  M90 b                                     
1. Starost matere (pod 30/30-34/ nad 35 let); 2. Kajenje (da/ne); 3. ITM2 (pod 24,9/nad 25); 4. ITM (pod 24,9/nad 30); 5. IOM1 (pod IOM/nad IOM); 6. IOM2 (pod IOM/nad IOM); 7. 
Način porod (VG/CR); 8. Način hranjena otroka (Izključno/delno dojenje); 9. Antibiotiki (da/ne).                                                                                                                                se nadaljuje ... 
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nadaljevanje Preglednice 34: Multipla regresijska analiza povezav med bakterijskimi skupinami (logit delež (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije) oziroma delež 
vzorcev pod mejo detekcije da/ne) in dejavniki prehrane, matere ter okolja. Kriterij za vključitev v regresijski model je bil statistična značilnost p < 0,01 pri 
neparametričnih statističnih testih (KW in MW) –priloga E5. Pri modelu, kjer bi imeli med dejavniki dve odvisni spremenljivki smo naredili dva izračuna (npr. ITM-
Bacteroides-Prevotella; M0-1 in M0-2). (a) Multipla linearna regresijska analiza (LR) povezav med logit deleži izbranih bakterijskih skupin in izbranimi dejavniki. 
Statistično značilne povezave so označene z zvezdico (p < 0,05). Navedli smo standardizirane beta koeficiente in pripadajočo p-vrednost (a). Multipla logistična 
regresijska analiza (LOGR) povezav pri bakterijskih skupinah zastopanih v koncentraciji nad mejo detekcije v nizkem deležu (< 30 %). Statistično značilne povezave 
so označene z zvezdico p < 0,05. Navedli smo verjetnost izzida (exp B) – vzorec pod mejo detekcije in p-vrednost (b). 







B/  p B/  p B/  p B/  p B/  p B/  p B/  p B/  p 
exp (B)  
 
exp (B)    exp (B)    exp (B)    exp (B)    exp (B)    exp (B)    exp (B)    
 Vse bakterije M0 a                                 
  M30 a                                 
  M90 a                                 
Bacteroides- M0-1 a                         0,410 0,016*     
 Prevotella M0-2 a                         0,421 0,013*     
 M30 b                                 
  M90-1 b                                 
  M90-2 b                                 
Bifidobacterium sp. M0 a                             -0,020 0,920 
  M30 b                                 
  M90 a                             0,043 0,767 
B. lactis M0 a                                 
  M30 a                                 
  M90 a                                 
Clostridium IV M0 a         -0,195 0,287             0,150 0,440     
  M30 a                     0,234 0,054         
  M90 b         5,342 0,068         4,912 0,096         
Clostridium XIV M0 a 0,265 0,086 0,214 0,169                         
  M30 a         0,033 0,823     0,219 0,135             
  M90 b                                 
Enterobacteriaceae M0 a         -0,295 0,058                     
  M30 b                     0,181 0,003*         
  M90 b     1875,01 0,963             4,320 0,076         
             se nadaljuje ... 
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nadaljevanje Preglednice 34: Multipla regresijska analiza povezav med bakterijskimi skupinami (logit delež (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije) oziroma 
delež vzorcev pod mejo detekcije da/ne) in dejavniki prehrane, matere ter okolja. Kriterij za vključitev v regresijski model je bil statistična značilnost p < 0,01 pri 
neparametričnih statističnih testih (KW in MW) –priloga E5. Pri modelu, kjer bi imeli med dejavniki dve odvisni spremenljivki smo naredili dva izračuna (npr. ITM-
Bacteroides-Prevotella; M0-1 in M0-2). (a) Multipla linearna regresijska analiza (LR) povezav med logit deleži izbranih bakterijskih skupin in izbranimi dejavniki. 
Statistično značilne povezave so označene z zvezdico (p < 0,05). Navedli smo standardizirane beta koeficiente in pripadajočo p-vrednost (a). Multipla logistična 
regresijska analiza (LOGR) povezav pri bakterijskih skupinah zastopanih v koncentraciji nad mejo detekcije v nizkem deležu (< 30 %). Statistično značilne povezave 
so označene z zvezdico p < 0,05. Navedli smo verjetnost izzida (exp B) – vzorec pod mejo detekcije in p-vrednost (b). 











  exp (B)    exp (B)    
exp 
(B)  
  exp (B)    exp (B)    exp (B)    exp (B)    
Staphylococcus sp. M0 a                                 
  M30 a     -0,195 0,127 0,062 0,644             -0,247 0,063     
  M90 b                                 
S. epidermidis M0 a                                 
  M30 a     -0,206 0,099                 -0,242 0,055     
  M90 a                                 
Streptococcus sp. M0 a                                 
  M30 a                                 
  M90 a                         0,230 0,078     
Enterococcus sp. M0-1 b                 0,435 0,499             
  M0-2 b                 2,300 0,499             
  M30 b         0,411 0,116                     
  M90 a                     -0,146 0,342     0,082 0,579 
Lactobacillus sp. M0-1 a 0,122 0,536                 0,101 0,622 0,188 0,333 -0,234 0,257 
  M0-2 a     0,220 0,173             0,081 0,685 0,168 0,375 -0,256 0,205 
  M30 b             0,280 0,118                 
  M90 b             0,187 0,052                 
L. gasseri M0 a                             -0,383 0,035* 
  M30 a                                 
  M90 b                                 
10. NAČIN PREHRANE (Uživa meso/Ne uživa mesa); 11. NAČIN PREHRANE MATERE (uživa meso, ribe/ vegetarijanka); 12. UŽIVANJE PMSI (Nikoli, občasno /redno); 13. 
Uživanje PPD (Da/Ne); 14. Uživanje La5Bb12 (Da/Ne); 15. Uživanje LK7 (Da/Ne); 16. Vnos DHK (pod/nad 200 mg DHK/dan); 17. DHK v mleku (pod/nad 23 ut. %) 
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4.3 MIKROBIOLOŠKA ANALIZA BLATA OTROKA 
4.3.1 Velikost mikrobnih populacij izbranih bakterijskih skupin v blatu otroka 
Velikost in sestavo mikrobne populacije v vzorcih mekonija (B0) in blata B3 smo 
določali z metodo qPCR in pri delu vzorcev tudi z gojitvenimi metodami štetja na 
ploščah (KE/g). Rezultati so prikazani na sliki 21 in v preglednici 35. Mikrobno 
populacijo MKB (predvsem laktobacilov), zraslih na gojišču MRS > 1000 KE/g (nad 
mejo detekcije), smo določili samo v tretjini (34,4 %) analiziranih vzorcev mekonija 
(B0) v blatu vzorčenem tri dni po porodu (B3) pa že v 76,3 % vzorcev. Mediana števila 
kolonij (KE/g) zraslih na gojišču MRS pa je znašala 6,41 × 104 (slika 21). Na 
selektivnem gojišču TOS, prilagojenem za rast bifidobakterij, smo uspeli določiti 
število KE/ml (vzorci nad mejo detekcije) v manj kot desetini vzorcev mekonija (8,2 %; 
5/61) in pri 41,3 % vzorcev blata odvzetega po 3 dneh. 
 
Slika 21: Velikosti mikrobnih populacij (log KE/ml) v vzorcih mekonija (B0) in blata (B3), zraslih na 
gojiščih: MRS, TOS, ROGOSA. Statistično značilne razlike med vzorci blata glede na čas odvzema, so 
označene z zvezdicama sive barve (p < 0,01, Wilcoxonov test predznačenih rangov). Okvir kvantilnega 
diagrama prikazuje mediano, kvartilni razmik (IQR) in ročaja na dolžini 1,5 × IQR ter osamelce > 1,5 × 
IQR. 
Figure 21: The size of microbial populations (log CFU/ml) in meconium (B0) and feces samples (B3), 
determined by counting method on MRS, TOS and ROGOSA agar plates. Stars indicate statistical 
significance between time points by Wilcoxon test (grey, **p < 0,01). The box and whiskers plots 
represent the medians and interquartile ranges (IQR); whiskers (1,5 × IQR) and circles outliers 
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Preglednica 35: Velikosti mikrobnih populacij (log KE/ml) v vzorcih mekonija (B0) in blata (B3), 
določene z metodo štetja na hranljivih gojiščih MRS, TOS, ROGOSA. Prikazane so mediane (log) 
KE/ml, variacijski razmik (minimum, maksimum) in število ter delež (%) vzorcev nad mejo detekcije. 
Table 35: The size of microbial populations (log CFU/ml) in samples of meconium (B0) and child feces 
(B3) determined by counting method on MRS, TOS and ROGOSA agar plates. Data are presented as 






















vzorcev nad mejo 
detekcije  
n (%) 
MRS B0 5,00E+02 2,70 2,7-6,8 11 (31,4 %) 
 B3 6,41E+04 4,81 2,7-6,8 29 (76,3 %) 
TOS B0* 5,00E+02 2,70 2,7-6,8 5 (8,2 %) 
 B3 5,00E+02 2,70 2,7-6,8 26 (41,3 %) 
ROGOSA B0* 5,00E+02 2,70 2,7-6,8 5 (7,7 %) 
 B3 1,15E+03 3,06 2,7-6,8 35 (51,5 %) 
* Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 % 
Parametri reakcij kvantifikacije tarčne DNA, značilne za izbrane bakterijske skupine 
(kopije DNA/g) v vzorcih blata, z metodo qPCR, so podani v prilogi H1, rezultati pa so 
predstavljeni v preglednici 36 in na sliki 22. Pri kvantifikaciji skupnega števila kopij 
DNA bakterij vzorcev mekonija z univerzalnim ZO (qPCR), smo ugotovili nizko 
količino bakterijske DNA, ki je samo pri tretjini vzorcev presegala meje detekcije 
(mediana 1,76 × 109 kopij/g). Velikost mikrobne populacije se je v blatu odvzetem po 3 
dneh zvišala na 3,0 × 1011 kopij DNA/g. Med vzorci fekalne mikrobiote smo ugotovili 
veliko variabilnost v velikosti mikrobne populacije, ki se je pri določenih bakterijskih 
skupinah (Vse bakterije, Bacteroides-Prevotella, Bifidobacterium, Enterobacteriaceae, 
Enterococcus) razlikovala tudi 3–4 log enote (preglednica 36). 
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Preglednica 36: Velikost izbranih mikrobnih populacij v vzorcih mekonija (B0) in otrokovega blata (B3, 
B30, B90) z metodo qPCR. Rezultati so podani kot log števila kopij tarčnih regij gena 16S rDNA tarčne 
skupine v g mekonija/blata (izjema: Staphylococcus in Streptococcus – geni tuf in za St. epidermidis – 
dnaJ). Prikazane so mediane (log) KE/ml), variacijski razmik (minimum, maksimum) in število ter delež 
(%) vzorcev nad mejo detekcije. 
Table 36: Quantification of microbial population of bacterial groups in meconium (B0) and infant feces 
samples (B3, B30, B90) with qPCR. Results are log number of group specific bacterial 16S rDNA copies 
in g of meconium/feces (or tuf genes for Staphylococcus and Streptococcus sp. and for St. epidermidis is 
gene dnaJ). Data are presented as medians of concentration log CFU/ml, range (min-max), and ratio (%) 
of samples above the limit of detection.  
BAKTERIJSKA 
SKUPINA 
Čas  Število Mediana   Min-Max Število (delež) 
odvzema  vzorcev       vzorcev nad 
          mejo detekcije 
  (n) log (kopije/g) log (kopije/g) log (kopije/g) n (%) 
Vse bakterije B0 32 8,80E+08 8,94 8,94-11,87 34,3% 
  B3 51 3,00E+11 11,48 8,67-12,66 100,0% 
  B30 51 1,11E+12 12,05 10,13-13,03 100,0% 
  B90 51 2,88E+12 12,46 9,41-13,06 100,0% 
Bacteroides-Prevotella B3 51 6,73E+06 6,83 6,74-12,69 33,9% 
  B30 51 9,46E+07 7,98 7,11-12,01 33,3% 
  B90 51 8,83E+07 7,95 6,92-12,25 35,2% 
Bifidobacterium sp. B3 51 1,16E+07 7,07 6,34-11,25 57,1% 
  B30 51 4,13E+10 10,62 6,76-11,79 94,7% 
  B90 51 1,70E+11 11,23 7,38-11,97 100,0% 
Clostridium IV B3* 51 2,49E+07 7,40 7,40-8,37 1,8% 
  B30* 51 1,61E+07 7,21 7,11-10,54 28,1% 
  B90 51 1,54E+07 7,19 7,08-10,52 44,4% 
Clostridium XIV B3* 51 1,90E+07 7,28 7,24-7,71 12,5% 
  B30* 51 2,24E+07 7,35 7,32-10,81 15,8% 
  B90* 51 3,96E+07 7,60 7,42-11,51 29,6% 
Enterobacteriaceae B3* 51 4,46E+07 7,65 6,94-11,11 28,6% 
  B30 51 2,35E+09 9,37 6,90-11,81 80,7% 
  B90 51 1,69E+10 10,23 6,81-11,55 87,0% 
Staphylococcus sp. B3 51 3,92E+07 6,96 5,99-8,47 76,8% 
  B30 51 4,45E+07 7,59 5,73-9,32 82,5% 
  B90 51 9,06E+06 7,65 6,23-9,09 81,5% 
S. epidermidis B3 51 1,60E+07 7,20 5,45-9,05 71,4% 
  B30 51 4,97E+06 6,70 5,61-8,18 68,4% 
  B90 51 2,39E+06 6,38 5,88-7,32 31,5% 
Streptococcus sp. B3 51 7,39E+06 6,87 5,64-9,94 57,1% 
  B30 51 7,69E+07 7,89 5,90-9,70 100,0% 
 B90 51 8,57E+07 7,93 5,70-9,07 98,2% 
Enterococcus sp. B3 51 1,80E+09 9,25 7,52-11,81 55,4% 
  B30 51 2,31E+08 8,36 7,82-10,81 52,6% 
  B90 51 1,19E+09 9,07 8,07-10,84 74,1% 
Lactobacillus sp. B3* 51 1,74E+06 6,24 6,12-7,36 21,4% 
  B30 51 7,17E+06 6,86 5,92-8,95 56,1% 
  B90 51 3,63E+07 7,56 6,80-10,03 59,3% 
L. gasseri B3* 51 4,37E+05 5,64 5,48-7,21 5,4% 
  B30* 51 6,10E+05 5,79 5,48-8,74 26,3% 
  B90 51 7,08E+05 5,85 5,57-8,73 33,3% 
* Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 % 
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Slika 22: Kvantifikacija izbranih bakterijskih skupin z metodo qPCR v vzorcih blata (B3, B30, B90). 
Rezultati so podani kot log število kopij tarčnih regij gena 16S rDNA v g blata (izjema: Staphylococcus in 
Streptococcus – geni tuf ter za St. epidermidis – dnaJ). Statistično značilne razlike med vzorci mleka 
glede na čas odvzema so označene z zvezdico sive barve (*p < 0,05; **p < 0,01) – Wilcoxonov test 
predznačenih rangov in črne barve – Friedmanov test (*p < 0,05; **p < 0,01). Okvir kvartilnega diagrama 
prikazuje mediano, kvartilni razmik (IQR) in ročaji na dolžini 1,5 × IQR, osamelci > 1,5 × IQR. 
Figure 22: Boxplot for quantification of bacterial groups (qPCR) in feces samples (B3, B30, B90). 
Results are log number of group specific bacterial 16S rDNA copies in feces (or tuf genes for 
Staphylococcus and Streptococcus sp. and for St. epidermidis is gene dnaJ). Asterisks indicate statistical 
significance by Wilcoxon (grey *p < 0,05; **p < 0,01) and Friedman (black *p < 0,05; **p < 0,01) test. 
The box and whiskers plots represent the medians and interquartile ranges (IQR); whiskers (1,5 × IQR) 
and circles outliers (> 1,5 × IQR). 
Na sliki 22 lahko v vzorcih blata v prvem mesecu opazimo hitro naraščanje velikosti 
celotne mikrobne populacije in posameznih bakterijskih skupin v vzorcih blata v prvem 
mesecu. V naslednjih 2 mesecih se srednja vrednost (mediana) števila kopij tarčne DNA 
za vse bakterije v vzorcih blata povprečno poviša še za eno logaritemsko enoto. Poleg 
naraščanja velikosti celotne mikrobne populacije (vse bakterije) v blatu, lahko na sliki 
22 vidimo tudi trend naraščanja števila kopij tarčne DNA značilne za anaerobne 
bakterije rodu Bifidobacterium, Bacteroides-Prevotella in Clostridium XIV ter 
zmanjševanje velikosti mikrobne populacije rodu Staphylococcus. Razvoj črevesne 
mikrobiote otrok iz študije »Moje mleko« so v članku opisali Obermajer in sod. (2017), 
ki so vzorce blata otrok razvrstili glede na prevladujočo bakterijsko skupino. Štirje 
mikrobni profili zaporednih faz razvoja, ki naj bi sledili tekom razvoja črevesne 
mikrobiote posameznika, kot jih je razvrstil Dogra (2015), so predstavljeni v preglednici 
37, A – Bacilli, B – Proteobacteria (Enterobacteriaceae), C – Actinobacteria 
(Bifidobacterium), D – Firmicutes in Bacteroidetes (Bacteroides-Prevotella in skupina 
Clostridium (IV in XIV)). 
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Preglednica 37: Primerjava deležev (%) vzorcev blata (B3, B30, B90) uvrščenih v skupine na podlagi 
prevladujoče bakterijske skupine (najvišji delež med skupinami v vzorcu), glede na razvojne faze zorenja 
črevesne mikrobiote (Obermajer in sod., 2017). 
Figure 37: Number (%) of samples classified according to the prevailing microbial component 
(containing the highest relative abundance among the four groups compared) at specific time intersection 






















B3* 55,4 % (31/56) 14,3 % (8/56) 8,9 % (5/56) 21,4 % (12/56) 
B30 10,5 % (6/57) 21,1 % (12/57) 57,9 % (33/57) 10,5 % (6/57) 
B90 1,9 % (1/54) 9,3 % (5/54) 64,8 % (35/54) 24,1 % (13/54) 
*Pet vzorcev blata po 3 dneh (8,9 %) ni bilo uvrščenih v nobeno od izbranih skupin 
V začetnem blatu (B3) je prevladovala bakterijska skupina Bacilli (55, 4 %), ki 
vključuje rod Staphylococcus in MKB. Pri polovici vzorcev B3 so med izbranimi 
bakterijskimi skupinami prevladovali enterokoki (1,8 × 109 kopij/g). Stafilokoki so bili 
prisotni nad mejo detekcije v 76,4 % vzorcev B3 in mediana števila kopij tarčne DNA, 
značilne za stafilokoke, je znašala 3,92 × 107 kopij/g. Bifidobakterije (skupina C) so 
prevladovale pri manj kot desetini vzorcev B3 (8,9 %), bakterijske vrste iz skupin 
Bacteroides-Prevotella, Clostridium skupina XIV in IV, pa pri petini vzorcev B3 
(21,4 %). Tekom razvoja črevesne mikrobiote v prvih 3 mesecih smo opazili nižanje 
števila vzorcev s prevladujočo skupino Bacilli (predvsem stafilokokov) in porast števila 
vzorcev s prevladujočo skupino bifidobakterij (64,8 %) (Obermajer in sod., 2017). 
Mikrobni profil s prevladujočo skupino C (bifidobakterije), ki ga je imela v prvih dneh 
manj kot desetina otrok, je po 30 dneh dosegla polovica preiskovanih vzorcev (29/57), 
do 3 meseca pa še 18,5 % vzorcev (skupno 64,8 %). Iz preglednice 36 lahko vidimo, da 
je bila že v prvih dneh velikost mikrobne populacije bifidobakterij nad mejo detekcije 
pri več kot polovici vzorcev (B3 – 57,1 %), po enem mesecu pa že pri skoraj vseh 
otrocih (B30 – 94,7 %). V blatu po 90 dneh so bifidobakterije v povprečju predstavljale 
6,9 % celotne mikrobne populacije otrokovega blata. 
4.3.2 Vpliv načina poroda na črevesno mikrobioto otroka 
4.3.2.1 Način poroda udeleženk v raziskavi 
Udeleženke študije »Moje mleko« so v 80,5 % rodile vaginalno, le petina udeleženk je 
rodila s carskim rezom (19,5 %). Na sliki 23 smo s strukturnimi diagrami prikazali vpliv 
različnih dejavnikov pred in med nosečnostjo na način poroda (ITM pred zanositvijo, 
prirast TM med nosečnostjo, starost) ter vpliv načina poroda na način prehrane otroka. 
Ugotovili smo statistično značilno povezavo med načinom poroda in ITM udeleženk 
pred zanositvijo (χ2, p = 0,035). S carskim rezom rodila manj kot petina udeleženk z 
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normalnim ITM pred zanositvijo, medtem ko je carski rez imelo kar 45,5 % udeleženk z 
ITM nad 30. Poleg tega na sliki 23c vidimo, da se je porod pogosteje zaključil s CR pri 
materah, ki so med nosečnostjo pridobile 50 % več od priporočene vrednosti telesne 
mase po smernicah IOM, Starost matere ni vplivala na način poroda. Ugotovili smo 
tudi, da je od načina poroda odvisen način hranjenja otroka v prvem mesecu po rojstvu 
(izključno/delno dojenje) (χ2, p = 0,030). Večji delež izključno dojenih je bil med otroki 
rojenimi vaginalno.  
 
Slika 23: Struktura udeleženk v študiji (v %; n = 154) glede na način poroda (a) Strukturni diagrami 
deležev (%) udeleženk glede na način poroda in različne dejavnike: Starost (b); Prirast TM (c); ITM (d); 
Način prehrane otroka (izključno/delno dojeni) (e). Povezave smo testirali s Hi-kvadrat testom (χ2) in 
statistično značilne razlike (*p < 0,05) so označena z zvezdico.  
Figure 23: Diagrams of relative abundance (%) of participants (n=154) in relation to delivery mode (a). 
Relative abundance (%) of participants with vaginal delivery and cesarean cut (CR) and in relation with 
others factors: age (b); weight gain durig pregnancy (c); Pre-pregnancy BMI (d); Type of infant diet 
(exclusively/partially breastfed) (e). Differences were tested with with Chi-Square test (χ2) and asterisk 
denote statistical significance (*p < 0,05). 
4.3.2.2 Vpliv načina poroda na sestavo mikrobiote mleka in blata  
Med vzorci mekonija otrok rojenih vaginalno ali s carskim rezom nismo ugotovili 
statistično značilnih razlik v številu kopij tarčne DNA za vse bakterije (priloga H2 in 
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slika 25) (MW, p = 0,433). V vzorcih blata otrok, odvzetega po 3 dneh, pa smo 
ugotovili v povprečju za 1 log enoto višjo mediano skupnega števila kopij vseh bakterij 
pri otrocih rojenih vaginalno (MW, p = 0,040). Pri primerjavi števila KE MKB in 
laktobacilov v g mekonija (B0) in blata (B3), zraslih na gojišču MRS in ROGOSA, 
nismo ugotovili statistično značilnih razlik glede na način poroda (priloga G1). Iz slike 
24 je razvidno, da je bila višja mikrobna populacije (KE/g) zrasle na MRS v vzorcih 
mekonija in B3 otrok rojenih s CR. Mikrobna populacija zrasla na gojišču za laktobacile 
pa celo višja v vzorcih otrok rojenih s CR (MW, p = 0,332). 
 
Slika 24: Vpliv načina poroda na velikost mikrobne populacijo (log KE/g) zraslo na gojiščih MRS, TOS, 
ROGOSA iz vzorcev mekonija (B0) in blata (B3). Okvir kvantilnega diagrama prikazuje mediano, 
kvartilni razmik (IQR) in ročaja na dolžini 1,5 × IQR ter osamelce > 1,5 × IQR. 
Figure 24: The effect of delivery mode (vaginal/cesarean) on the microbial population (log CFU/ml) of 
meconium (B0) and infant feces (B3) determined on MRS,TOS, ROGOSA agar plates. The box and 
whiskers plots represent the medians and interquartile ranges (IQR); whiskers (1,5 × IQR) and circles 
outliers (> 1,5 × IQR). 
Rezultati primerjave razlik števila kopij DNA bakterij v blatu (B3, B30 in B90) otrok 
rojenih vaginalno in s carskim rezom, so podani v prilogi I2 in preglednici 38. 
Statistična analiza je pokazala višje število kopij tarčne DNA vseh bakterij (detekcija z 
univerzalnim OZ) v vzorcih blata B3 vaginalno rojenih otrok (MW, p = 0,040). V 
vzorcih B90 pa smo ugotovili višjo koncentracijo vseh bakterij v blatu otrok, rojenih s 
CR (MW, p = 0,028). Iz slike 25 lahko razberemo tudi višje vrednosti anaerobnih 
bakterij: Bacteroides-Prevotella in Clostridium XIV v vzorcih B3 pri otrocih rojenih z 
vaginalnim porodom, v primerjavi z otroci rojenim s CR. Višja mikrobna populacija 
skupine Bacteroides-Prevotella se je pri vaginalno rojenih otrocih, v primerjavi z otroki 
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s CR, ohranila tudi v vzorcih po 30 dneh (MW, p=0,041), trend pa vidimo tudi v 
vzorcih odvzetih po 90 dneh (MW, p = 0059). Nasprotno pa smo ugotovili trend v višji 
mikrobni populaciji bakterij iz skupine Bacteroides- Prevotella v kolostrumu mater, ki 
so rodile s carskim rezom v primerjavi z materami z vaginalnim porodom, razlike pa 
niso bile statistično značilne (MW, p = 0,065). Mikrobna populacija enterobakterij pa je 
bila višja v blatu (B90) rojenih s CR. 
 
Slika 25: Vpliv načina poroda (vaginalni porod/carski rez) na log števila kopij tarčne 16S rDNA za 
izbrane skupine bakterij v vzorcih blata otroka po 3 dneh (qPCR). Statistično značilne razlike (p < 0,05) 
določene z Mann- Whitney testom smo označili v legendi z zvezdico. Okvir kvantilnega diagrama 
prikazuje mediano, kvartilni razmik (IQR) in ročaja na dolžini 1,5 × IQR ter osamelce > 1,5 × IQR. 
Figure 25: The effect of delivery mode (vaginal/cesarean cut) on the microbial population on the number 
of copies of the target 16S rDNA in infant feces (B3, B30, B90) (qPCR). Differences were tested with 
Mann-Whitney test and asterisks denote statistical significance (*p < 0,05). The box and whiskers plots 
represent the medians and interquartile ranges (IQR); whiskers (1,5 × IQR) and circles outliers (> 1,5 × 
IQR). 
Čeprav v začetni fazi v B0 in B3 v mikrobni populaciji MKB zrasli na gojišču MRS 
nismo ugotovili razlik glede na način poroda (slika 24 in priloga H2), pa smo v kasneje 
odvzetih vzorcih blatu (B30, B90) ugotovili razlike v mikrobni populaciji enterokokov. 
V blatu otrok (B30) rojenih s CR smo ugotovili višje število kopij DNA, značilnih za 
rod Enterococcus in vrsto E. faecalis (MW, p = 0,010; MW p=0,008). Razlika v višji 
mikrobni populaciji enterokokov v blatu otrok, rojenih c CR, pa se je ohranila tudi v 
vzorcih blata po 90 dneh (Enterococcus MW, p=0,012; E. faecalis MW, p=0,008). 
Število kopij DNA značilnih za rod S. epidermidis je bilo višje v blatu B3 (MW, 
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Preglednica 38: Vpliv načina poroda na log števila kopij tarčne 16S rDNA za izbrane skupine bakterij v 
vzorcih kolostruma (M0) in blata (B3, B30, B90), določene z metodo qPCR. Prikazani so samo statistično 
značilni (p<0,1) rezultati, dobljeni s testom Mann-Whitney (MW) (ostali rezultati so v prilogi H2). 
Rezultati primerjave med skupinami so podani kot mediane, minimalne in maksimalne vrednosti log 
števila kopij rDNA/ml ter število in delež (%) vzorcev nad mejo detekcije. Delež vzorcev nad mejo 
detekcije v obravnavanih skupinah smo primerjali s testom Hi-kvadrat (χ2). Statistično značilni rezultati 
so označeni z zvezdico (*p < 0,05). 
Table 38: The effect of gestational weight gain on the number of copies of the target 16S rDNA in ml 
human colostrum (M0) and infant feces (B3, B30, B90). Presented are only results with statistical 
associations p < 0,1 tested with Mann-Whitney (the rest in are Annex H2). Differences are presented as 
medians (log copies DNA/ml), minimum and maximum values (number of DNA copies/ml) and as 
number (%) of samples above the limit of detection (differences were tested with Chi-Square test (χ2)). 





















(kopije/ml) log (kopije/ml) (p) 
nad mejo 
detekcije 
 n (%) (p) 
2M0 Bacteroides – Prevotella (1) VG 35 2,749 2,488-4,080 0,065 20 (57,1 % 0,087 
  (2) CR 8 3,214 2,488-3,907   7 (87,5 %)   
2B3 Vse bakterije (1) VG 43 11,565 8,666-12,656 0,040* 43 (100 %) / 
  (2) CR 7 10,511 9,198-12,010   7 (100 %)   
2B3 Bacteroides – Prevotella (1) VG 43 6,828 6,740-12,690 0,048* 16 (37,2 %) 0,015* 
  (2) CR 7 6,740 6,740-6,828   0 (0 %)   
2B3 Bifidobacteriumsp. (1) VG 43 7,832 6,339-11,247 0,082 27 (62,8 %) 0,089 
  (2) CR 7 6,475 6,339-7,770   2 (28,6 %)   
1,3B3 Clostridium IV. (1) VG 43 9,19E-05 5,49E-06-5,36E-02 0,052 4 (9,3 %) 0,546 
  (2) CR 7 7,66E-04 2,43E-05-1,57E-02   1 (14,3 %)   
1,3B3 Clostridium XIV. (1) VG 43 5,08E-05 4,20E-06-4,10E-02 0,040* 2 (4,7 %) 0,432 
  (2) CR 7 5,86E-04 1,86E-05-1,20E-02   0 (0 %)   
2B3 Enterobacteriaceae (1) VG 43 7,649 6,939-11,108 0,072 14 (32,6%) 0,075 
  (2) CR 7 6,939 6,939-7,649   0 (0 %)   
2B3 S. epidermidis (1) VG 43 7,494 5,447-9,046 0,074 33 (76,7 %) 0,085 
  (2) CR 7 5,447 5,447-8,359   3 (42,9 %)   
1,3B3 Lactobacillus sp. (1) VG 43 7,88E-06 4,27E-07-2,84E-03 0,067 9 (20,9 %) 0,673 
  (2) CR 7 4,05E-05 1,28E-06-8,33E-04   1 (14,3 %)   
1,3B3 L. gasseri (1) VG 43 1,43E-06 7,37E-08-9,43E-04 0,071 3 ( 7 %) 0,333 
  (2) CR 7 1,35E-05 4,27E-07-2,77E-04   0 (0 %)   
2B30 Bacteroides-Prevotella (1) VG 43 7,976 7,112-12,007 0,041* 17 (39,5 %) 0,011* 
  (2) CR 7 7,112 7,112-7,976   0 (0 %)   
2B30 Enterococcus sp. (1) VG 43 8,515 6,992-10,809 0,010* 18 (41,4 %) 0,109 
  (2) CR 7 9,887 9,634-10,139   7 (100 %)   
3B30 Enterococcus sp. (1) VG 43 6,15E-04 2,67E-06-2,09E-02 < 0,001* 18 (41,4 %) 0,109 
  (2) CR 7 1,00E-02 3,49E-03-5,39E-02   7 (100 %)   
2B30 E. faecalis (1) VG 43 7,980 7,819-10,807 0,008* 18 (41,4 %) 0,010* 
  (2) CR 7 9,724 9,394-10,159   7 (100 %)   
3B30 E. faecalis (1) VG 43 3,37E-04 1,26E-05-2,08E-02 0,001* 18 (41,4 %) 0,010* 
  (2) CR 7 1,05E-02 2,35E-03-3,20E-02   7 (100 %)   
 B90 Vse bakterije (1)VG  43 12,374 9,415-13,057 0,028 43 (100 %) /  
 (2) CR 7 12,734 12,204-12,859   7 (100 %)  
3B90 Bacteroides-Prevotella (1) VG 43 5,23E-05 7,86E-07-3,10E-01 0,059 16 (37,2%) 0,654 
  (2) CR 7 5,41E-06 1,28E-06-1,93E-02   2 (28,6 %)   
2B90 Bifidobacterium sp. (1) VG 43 11,175 7,380-11,967 0,086 43 (100 %) / 
  (2) CR 7 11,576 7,388-11,754   7 (100 %)   
2B90 Clostridium XIV. (1) VG 43 7,598 7,416-11,513 0,065 12 (27,9 %) 0,436 
  (2) CR 7 9,739 7,416-11,203   3 (42,9 %)   
    se nadaljuje ... 
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nadaljevanje Preglednice 38: Vpliv načina poroda na log števila kopij tarčne 16S rDNA za izbrane skupine 
bakterij v vzorcih kolostruma (M0) in blata (B3, B30, B90), določene z metodo qPCR. Prikazani so samo 
statistično značilni (p<0,1) rezultati, dobljeni s testom Mann-Whitney (MW) (ostali rezultati so v prilogi 
H2). Rezultati primerjave med skupinami so podani kot mediane, minimalne in maksimalne vrednosti log 
števila kopij rDNA/ml ter število in delež (%) vzorcev nad mejo detekcije. Delež vzorcev nad mejo 
detekcije v obravnavanih skupinah smo primerjali s testom Hi-kvadrat (χ2). Statistično značilni rezultati so 





















(kopije/ml) log (kopije/ml) (p) 
nad mejo 
detekcije 
 n (%) (p) 
        
        
2B90 Enterobacteriaceae (1) VG 43 9,887 6,814-11,552 0,042* 36 (83,7 %) 0,250 
  (2) CR 7 10,764 10,475-11,071   7 (100 %)   
2B90 S. epidermidis (1) VG 43 6,378 5,879-7,322 0,054 16 (37,2 %) 0,206 
  (2) CR 7 5,879 5,879-6,378   1 (14,3 %)   
3B90 S. epidermidis (1) VG 43 1,35E-06 7,11E-08-9,19E-04 0,012* 16 (37,2 %) 0,206 
  (2) CR 7 1,43E-07 1,05E-07-1,49E-06   1 (14,3 %)   
2B90 Enterococcus sp. (1) VG 43 8,956 6,838-10,996 0,012* 40 (93,0 %) 0,333 
  (2) CR 7 10,179 9,699-10,475   7 (100 %)   
3B90 Enterococcus sp. (1) VG 43 8,06E-04 1,56E-06-3,68E-02 0,049* 40 (93,0 %) 0,333 
  (2) CR 7 4,06E-03 9,23E-04-9,45E-03   7 (100 %)   
2B90 E. faecalis (1) VG 43 8,995 8,067-10,841 0,008* 29 (67,4 %) 0,025* 
  (2) CR 7 9,969 9,423-10,576   7 (100 %)   
3B90 E. faecalis (1) VG 43 5,27E-04 2,25E-05-5,03E-02 0,028* 29 (67,4 %) 0,025* 
  (2) CR 7 1,54E-03 8,99E-04-1,34E-02   7 (100 %)   
1 Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 % 
2 V enotah log kopije tarčne DNA /ml 
3 V enotah delež (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije) 
 
4.3.3 Vpliv načina prehrane na sestavo črevesne mikrobiote otroka 
4.3.3.1 Prehrana otrok v študiji 
V študijo smo vključili izključno udeleženke, ki so imele namen svojega otroka dojiti 
vsaj prve tri mesece. Na sliki 26 so prikazani odstotni deleži otrok v študiji (n = 148 
otrok) glede na trajanje dojenja. Manj kot 3 mesece je dojilo samo 10 mater (6,8 %), več 
kot polovico udeleženk, pa je svoje otroke dojilo nad 9 mesecev (64,2 %). Dojeni otroci 
so bili bodisi izključno dojeni, ali pa dohranjevani z mlečno formulo. Podatki o 
izključnem dojenju ali dodatku po treh in način hranjenja otroka (izključno dojenje ali 
dodatek mlečne formule) mesecih zajemajo vse otroke, ki so dobivali dodatek mlečne 
formule kadarkoli do tretjega meseca starosti. Po prvem mesecu je bilo izključno 
dojenih 72,2 % otrok, po treh mesecih pa je delež izključno dojenih otrok padel na 
59,6 %. 19 otrok je bilo prvi mesec izključno dojenih in so kasneje dobili dodatek 
mlečne formule. Odstotek delno dojenih po prvem mesecu 27,8 % se je po treh mesecih 
povišal na 37,7 %. Le 4 delno dojeni otroci v prvem mesecu so se prenehali dojiti pred 
tretjim mesecem starosti. 
Tušar T. Vpliv prehrane in okoljskih dejavnikov na razvoj mikrobiote materinega mleka in črevesne mikrobiote dojenčka. 
  Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
112 
Slika 26: Struktura otrok v študiji (v %, n = 148) glede na trajanje dojenja v prvih 9 mesecih (a) in prikaz 
načina prehrane otrok do 3. meseca starosti (Izključno/delno dojenje/mlečna formula) (b).  
Figure 26: Diagrams of relative abundance (%, n = 165) of infants according to duration of lactating in 
first 9 months (a) and relative abundance (%) of infants in relation of type of diet (exclusively/partially 
breastfed/milk formula) (b).  
 
4.3.4 Vpliv sestave mikrobne populacije kolostruma in mleka na sestavo črevesne 
mikrobiote otroka 
V kolikšni meri mikrobna sestava kolostruma, mleka ter način prehrane otroka vpliva na 
črevesno mikrobioto otroka, smo ugotavljali s proučevanjem statističnih povezav med 
sestavo mikrobne populacije kolostruma/mleka in sestavo mikrobiote blata. Na 
mikrobno sestavo prvega blata (mekonija), ki se izloči 24–48 h po rojstvu, kolostrum še 
nima vpliva, kar je razvidno iz statistične analize povezav s Spearmanovim 
koeficientom (v prilogi I1 in I2). Blato odvzeto po 3–5 dneh (B3) pa naseljuje večja in 
pestrejša mikrobna populacija, s prevladujočo skupino Bacilli (predvsem stafilokoki in 
MKB), ki so glavni predstavniki tudi v kolostrumu in mleku (preglednica 40). V 
primerjavi z vzorci mekonija, kjer je le 31,4 % vzorcev vsebovalo koncentracijo MKB 
(zraslo na gojišču MRS) nad mejo detekcije, je kar 76,8 % vzorcev blata vsebovalo 
koncentracijo MKB (zraslih na gojišču MRS) nad mejo detekcije. Ugotovili smo tudi 
statistično značilno pozitivno povezavo med velikostjo mikrobne populacije MKB 
(zraslo na MRS) v vzorcih blata (B3) in v vzorcih kolostruma (rs = 0,452; p = 0,005) 
(priloga I1). 
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Slika 27: Velikosti mikrobnih populacij (log KE/ml) v vzorcih kolostruma (M0) in mekonija (B0) ter 
blata (B3), zraslih na gojiščih: MRS, TOS, ROGOSA. Okvir kvantilnega diagrama prikazuje mediano, 
kvartilni razmik (IQR) in ročaja na dolžini 1,5 × IQR ter osamelce > 1,5 × IQR. 
Figure 27: Boxplot of microbial cell counts (log CFU/ml) in colostrum (M0) and infant meconium (B0) 
and feces samples (B3), grown on MRS, TOS, ROGOSA. The box and whiskers plots represent the 
medians and interquartile ranges (IQR); whiskers (1,5 × IQR) and circles outliers (> 1,5 × IQR). 
Podobnosti in razlike v sestavi kolostruma, mleka ter blata otrok smo ugotavljali s 
pomočjo analize glavnih komponent PCA in grafičnega prikaza z razsevnim diagramom 
na sliki 28. Spremenljivke (deleže) smo s PCA pretvorili v 2 glavni komponenti, ki 
skupaj pojasnita 43,5 % variance vzorcev kolostruma (M0), mleka (M30, M90) in blata 
(B3, B30, B90). Iz položaja standardiziranih spremenljivk na sliki 28a, v prostoru prvih 
dveh glavnih komponent je razvidno, da komponenta 1 pojasni 24,3 % variabilnosti, 
komponenta 2 pa 19,2 %. Na komponento 2 najbolj vplivajo spremenljivke: skupno 
število kopij bakterijske DNA v vzorcih (Vse bakterije = 0,907) in delež rodu 
Bifidobacterium (0,806). Mediana skupnega števila kopij vseh bakterij v vzorcih B30 je 
bila 1,11 × 1012 kopij/g in mleka (M30) je bila 3,15 × 107 kopij/ml. Poleg števila kopij 
vseh bakterij v vzorcih, se vzorci kolostruma in mleka ločijo od vzorcev blata, po 
nižjem deležu rodu Bifidobacterium. Delež bifidobakterij je bil najvišji v vzorcih blata 
(B30 in B90). Na razsevnem diagramu na sliki 28b vidimo večjo variabilnost sestave 
vzorcev blata (B3, B30, B90), v primerjavi s sestavo vzorcev kolostruma (M0) in mleka 
(M30, M30). Vzorci B3 so glede na položaj na razsevnem diagramu po bakterijski 
sestavi podobni tako vzorcem mleka kot vzorcem B30. 
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Slika 28: Analiza glavnih komponent (PCA) (rotacija varimax) mikrobiote blata (B3, B30, B90) in 
kolostruma (M0) in mleka (M30, M90 dni). a) Položaj osnovnih spremenljivk v prostoru prvih dveh 
glavnih komponent. b) Razsevni diagram z dvema glavnima komponentama pokriva 24,3 % in 19,2 % 
variabilnosti podatkov. Vrednosti komponent PCA glede na čas odvzema vzorca mleka in blata (b). 
Figure 28: Principal component analysis (PCA) with varimax rotation of the infant feces (B3, B30, B90), 
kolostrum (M0) and milk microbiota (M30, M90). a) Loadings of relative bacterial abundances. b) Scatter 
plot shows the two primary principal components, which explain 24,3 % and 19,2 % of data variation. 
Individual PCA scores for infant feces, kolostrum and milk at 3, 30, and 90 days after birth. 
Mediana celotne mikrobiote v vzorcih B3 je bila 3 × 1011 kopij/g blata in sklepamo 
lahko, da nanjo vpliva tudi mikrobiota kolostruma. V preglednici 39 vidimo, da so 
tipični predstavniki mikrobiote kolostruma in mleka iz skupine Bacilli (vključuje 
rodove Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus), ki prevladujejo 
tudi v blatu B3. Vendar v kolostrumu prevladujejo vrste rodov Staphylococcus in 
Streptococcus, v vzorcih B3 pa prevladujejo vrste rodu Enterococcus, ki v povprečju 
predstavljajo 6,5 % celotne mikrobne populacije blata. Večji vpliv sestave mikrobiote 
mleka na sestavo mikrobiote blata pa je opazen šele pri vzorcih po 30 dni po porodu.  
Pri dojenih otrocih, ki so uživali mleko z višjo koncentracijo vrste S. epidermidis, smo 
ugotovili višje število kopij vrste S. epidermidis tudi v vzorcih blata (rs = 0,403, 
p = 0,005). V vzorcih mleka in kolostruma smo našli tudi tipične predstavnike črevesne 
mikrobiote, vendar v nižjih koncentracijah v primerjavi z blatom. V vseh vzorcih 
kolostruma smo našli skupino Enterobacteriaceae (100 %), v 95,6 % vzorcev skupino 
Clostridium XIV, v 62,2 % Bacteriodes – Prevotella in v 53,3 % vzorcev 
Bifidobacterium (preglednica 15). Z zorenjem mleka se zvišuje število vzorcev s 
prevladujočim deležem bacilov, v blatu pa se postopoma zvišuje delež anaerobnih 
bakterij (preglednica 39). Mleko je stalen vir bifidobakterij in spodbuja razvoj 
bifidogene črevesne mikrobiote (Faza C), ki pri izključno dojenih otrocih traja do 
starosti približno 4 mesecev (Dogra in sod., 2015). V preglednici 39 vidimo, da so po 30 
dneh bifidobakterije prevladujoča skupina v vzorcih blata (B30) pri 57,9 % otrok in v 
vzorcih B90 pri 64,8 % otrok. V zrelem mleku so bifidobakterije v polovici vzorcev 
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vedno prisotne nad mejo detekcije (preglednica 39), vendar so prevladujoča skupina 
bakterij le pri 2 materah ( < 3 %).  
Preglednica 39: Primerjava števila in deleža (%) vzorcev kolostruma (M0) in mleka (M30, M90), ter 
blata (B3, B30, B90)* ki smo jih uvrstili v skupine na podlagi prevladujoče bakterijske skupine (najvišji 
delež med preiskovanimi skupinami v vzorcu), glede na razvojne faze zorenja črevesne mikrobiote 
Table 39: Number (%) of samples of colostrum, milk (M30, M90) and feces (B3, B30, B90)* classified 
in groups according to the prevailing microbial component (containing the highest relative abundance 
























B3** 55,4 % (31/56) 14,3 % (8/56) 8,9 % (5/56) 21,4 % (12/56) 
B30 10,5 % (6/57) 21,1 % (12/57) 57,9 % (33/57) 10,5 % (6/57) 







M0 51,1 % (23/45) 6,7 % (3/45) 0 % (0/45) 42,2 % (19/45) 
M30 70,6 % (48/68) 7,4 % (5/68) 2,9 % (2/68) 19,1 % (13/68) 
M90 80 % (52/65) 3,1 % (2/65) 3,1 % (2/65) 13,8 % (9/65) 
*Rezultati za blato objavljeni v Obermajer in sod. (2017). 
**Pet vzorcev blata po 3 dneh (8,9 %) smo uvrstili v skupino A, čeprav niso imeli nobene prevladujoče skupine.  
4.3.4.1 Vpliv prehrane otroka na sestavo črevesne mikrobiote otroka  
Zanimalo nas je v kolikšni meri dohranjevanje vpliva na sestavo mikrobiote mleka in 
blata otroka. Pri pogostejšem pristavljanju, je pri izključnem dojenju, je otrok v stalnem 
stiku z materino mikrobioto dojke in kože. V mleku mater, ki so otroke dohranjevale 
mlečno formulo, smo v kolostrumu ugotovili nižje vrednosti anaerobnih bakterij 
skupine Clostridium IV in povišane vrednosti streptokokov (priloga I3). Podatki iz 
literature kažejo, da hranjenje otroka z mlečno formulo vpliva na sestavo črevesne 
mikrobiote otroka. Sestava mikrobne populacije vzorcev blata odvzetih sicer v prvih 
dneh po porodu (B3) izključno dojenih otrok in dohranjevanih otrok ni statistično 
značilno razlikovala. Kasnejši vzorci blata B30 in B90 pa so se razlikovali v 
zastopanosti stafilokokov, enterokokov in enterobakterij glede na način hranjenja (slika 
29, preglednica 40 in priloga I3). V vzorcih blata B30 izključno dojenih otrok smo 
ugotovili višji delež stafilokokov, vendar razlika ni bila statistično značilna (MW, p = 
0,063), enak trend pa smo opazili tudi pri številu kopij vrste S. epidermidis (MW, p = 
0,069). Po 90 dneh se s telesno maso otroka poviša potreba in količina zaužitega mleka 
(1000 ml), posledično smo ugotovili pri izključno dojenih višje število kopij DNA vrste 
S. epidermidis (MW, p = 0,005).  
V mikrobni populaciji blata dohranjevanih otrok z mlečno formulo smo ugotovili 
statistično značilno višji delež in število kopij rodu Enterococcus in vrste E. faecalis 
(preglednica 40). Razliko med zastopanostjo enterokokov v mikrobioti blata glede na 
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način prehrane smo ugotovili tako pri vzorcih blata -B30 dneh, kot tudi po 90 dneh. 
Ugotovili smo, da imajo izključno dojeni otroci v vzorcih B30 (MW, p = 0,052) in B90 
(MW, p = 0,033) nižje število kopij DNA enterobakterij. Delež skupine Clostridium 
XIV v vzorcih B90 je bil višji v vzorcih dohranjevanih otrok (MW, p = 0,005). Razlike 
v zastopanosti posameznih bakterijskih skupin v blatu otrok glede na način prehrane so 
verjetno manj očitne, ker so bili otroci tudi dojeni, za podrobnejšo analizo pa bi bil 
pomemben podatek tudi količina dodatka mlečne formule v prehrani otroka. 
 
Slika 29: Vpliv načina prehrane otroka (izključno/delno dojeni) na log števila kopij tarčne 16S rDNA za 
izbrane skupine bakterij v vzorcih blata otroka B30 (a)  in B90 (b), določene z metodo qPCR. Statistično 
značilne razlike (p < 0,05) določene z Mann- Whitney testom smo označili v legendi z zvezdico. Okvir 
kvantilnega diagrama prikazuje mediano, kvartilni razmik (IQR) in ročaja na dolžini 1,5 × IQR ter 
osamelce > 1,5 × IQR. 
Figure 29: Effect of type of infant diet (exclusively/partially breastfed) on the number of copies of the 
target 16S rDNA in infant feces B30 (a)  in B90 (b). Differences were tested with Mann-Whitney test and 
asterisks denote statistical significance (*p < 0,05). The box and whiskers plots represent the medians and 
interquartile ranges (IQR); whiskers (1,5 × IQR) and circles outliers (> 1,5 × IQR). 
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Preglednica 40: Vpliv načina prehrane otroka (izključno/delno dojenje) na log števila kopij tarčne 16S 
rDNA za izbrane skupine bakterij v vzorcih kolostruma (M0) in blata (B30, B90), določene z metodo 
qPCR. Prikazani so samo statistično značilni (p<0,1) rezultati, dobljeni s testom Mann-Whitney (MW) 
(ostali rezultati so v prilogi I3). Rezultati primerjave med skupinami so podani kot mediane, variacijski 
razmik (min-max) log števila kopij rDNA/ml ter število in delež (%) vzorcev nad mejo detekcije. Delež 
vzorcev nad mejo detekcije v obravnavanih skupinah smo primerjali s testom Hi-kvadrat (χ2). Statistično 
značilni rezultati so označeni z zvezdico (*p < 0,05). 
Table 40: The effect of type of infant diet (exclusively/partially breastfeed) the number of copies of the 
target 16S rDNA in human colostrum (M0) and g of feces (B30, B90) samples. Presented are only results 
with statistical associations p < 0,1 tested with Mann-Whitney (rest in Annex I3). Differences are 
presented as medians (log copies DNA/ml), minimum and maximum values (number of DNA copies/ml) 
and as number (%) of samples above the limit of detection (differences were tested with Chi-Square test 
























  (n) log (kopije/ml) (p)  n (%)  (p) 
M0 Clostridium IV (1) Izključno dojen 29 2,70E-0,5 1,47E-06-8,07E-05 0,018* 20 (69 %) 0,161 
 (2) Delno dojen 12 8,51E-06 1,68E-06-6,55E-05  5 (41,7 %)  
M0 Streptococcus sp. (1) Izključno dojen 29 3,058 2,671-7,988 0,037* 16 (55,2 %) 0,729 
 (2) Delno dojen 12 4,706 2,671-5,596  8 (66,7 %)  
2B30 Enterobacteriaceae (1) Izključno dojen 37 8,546 6,897-11,806 0,052 28 (75,7 %) 0,250 
  (2) Delno dojen 14 10,251 7,170-11,374   13 (92,9 %)   
3B30 Staphylococcus sp. (1) Izključno dojen 37 4,14E-05 5,07E-07-7,76E-03 0,063 31 (83,8 %) 0,432 
  (2) Delno dojen 14 1,50E-05 3,90E-07-1,23E-04   10 (71,4 %)   
2B30 S. epidermidis (1) Izključno dojen 37 6,848 5,612-8,180 0,069 28 (75,5 %) 0,990 
  (2) Delno dojen 14 6,018 5,612-7,598   7 (50 %)   
2B30 Enterococcus sp. (1) Izključno dojen 37 8,515 6,992-10,419 0,006* 25 (67,6 %) 0,022* 
  (2) Delno dojen 14 9,836 7,299-10,809   14 (100 %)   
3B30 Enterococcus sp. (1) Izključno dojen 37 6,15E-04 2,67E-06-5,39E-02 0,008* 25 (67,6 %) 0,022* 
  (2) Delno dojen 14 3,81E-03 6,17E-05-2,60E-02   14 (100 %)   
2B30 E. faecalis (1) Izključno dojen 37 7,980 7,819-10,555 0,014* 15 (40,5 %) 0,027* 
  (2) Delno dojen 14 9,738 7,819-10,807   11 (78,6 %)   
3B30 E. faecalis (1) Izključno dojen 37 3,37E-04 1,26E-05-3,20E-02 0,015* 15 (40,5 %) 0,027* 
  (2) Delno dojen 14 2,57E-03 4,81E-05-3,26E-02   11 (78,6 %)   
2B90 Enterobacteriaceae (1) Izključno dojen 30 9,622 6,949-11,421 0,033* 26 (86,7 %) 0,675 
  (2) Delno dojen 21 10,684 6,814-11,552   19 (90,5 %)   
3B90 Enterobacteriaceae (1) Izključno dojen 30 2,86E-03 2,45E-06-1,90E-01 0,017* 26 (86,7 %) 0,675 
  (2) Delno dojen 21 1,07E-02 5,04E-06-1,66E-01   19 (90,5 %)   
2B90 S. epidermidis (1) Izključno dojen 30 6,378 5,879-7,322 0,001* 14 (46,7 %) 0,019* 
  (2) Delno dojen 21 5,879 5,879-6,497   3 (14,3 %)   
3B90 S. epidermidis (1) Izključno dojen 30 1,80E-06 1,40E-07-1,37E-05 0,033* 14 (46,7 %) 0,019* 
  (2) Delno dojen 21 4,86E-07 7,11E-08-9,19E-04   3 (14,3 %)   
2B90 Enterococcus sp. (1) Izključno dojen 30 8,902 6,838-10,621 0,010* 27 (90 %) 0,069 
  (2) Delno dojen 21 10,124 7,549-10,996   21 (100 %)   
3B90 Enterococcus sp. (1) Izključno dojen 30 5,23E-04 1,56E-06-3,01E-02 0,001* 27 (90 %) 0,069 
  (2) Delno dojen 21 4,06E-03 5,92E-05-4,33E-02   21 (100 %)   
2B90 E. faecalis (1) Izključno dojen 30 8,997 8,067-10,761 0,093 20 (66,7 %) 0,346 
  (2) Delno dojen 21 9,868 8,067-10,841   17 (81,0 %)   
3B90 E. faecalis (1) Izključno dojen 30 5,54E-04 2,25E-05-4,15E-02 0,020* 20 (66,7 %) 0,346 
  (2) Delno dojen 21 1,29E-03 7,50E-05-7,21E-02   17 (81,0 %)   
1,2B90 Clostridium XIV. (1) Izključno dojen 30 7,598 7,416-10,107 0,068 8 (26,7 %) 0,082 
  (2) Delno dojen 21 8,145 7,416-11,513   11 (52,4 %)   
      se nadaljuje ... 
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nadaljevanje Preglednice 40: Vpliv načina prehrane otroka (izključno/delno dojenje) na log števila kopij 
tarčne 16S rDNA za izbrane skupine bakterij v vzorcih kolostruma (M0) in blata (B30, B90), določene z 
metodo qPCR. Prikazani so samo statistično značilni (p<0,1) rezultati, dobljeni s testom Mann-Whitney 
(MW) (ostali rezultati so v prilogi I3). Rezultati primerjave med skupinami so podani kot mediane, 
variacijski razmik (min-max) log števila kopij rDNA/ml ter število in delež (%) vzorcev nad mejo 
detekcije. Delež vzorcev nad mejo detekcije v obravnavanih skupinah smo primerjali s testom Hi-






































1,3B90 Clostridium XIV. (1) Izključno dojen 30 2,33E-05 
5,40E-06-7,21E-
03 0,005* 8 (26,7 %) 0,082 
  (2) Delno dojen 21 6,68E-05 
3,27E-06-1,01E-
01   11 (52,4 %)   
1 Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 % 
2 V enotah log kopije tarčne DNA /ml 
3 V enotah delež (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije)       
 
Iz preglednice 41 je razvidno, da so bile v začetni fazi majhne razlike v deležu vzorcev 
blata uvrščenih v skupine (A–D), glede prevladujočo bakterijsko skupino v vzorcih (B3 
in B30), glede na način hranjenja (izključno/delno dojenje). V več kot polovici vzorcev 
blata, odvzetih v prvih dneh po rojstvu (B3), so prevladovali predstavniki skupine 
Bacilli, ne glede na prehrano otroka (izključno dojen, delno dojen-dohranjevan). V 
vzorcih blata odvzetih po enem mesecu (B30), pa so v 55 – 58 % prevladovale 
bifidobakterije, ne glede na način prehrane otroka. Pri izključno dojenih otrocih so v 
71 % vzorcev B90 še vedno prevladovale bifidobakterije, 19,4 % jih je napredovalo v 
fazo D s prevladujočimi anaerobnimi bakterijami (Bacteroides-Prevotella, Clostridium 
IV in XIV). Pri delno dojenih otrocih so v polovici vzorcev B90 (56,5 %) prevladovale 
bakterije rodu Bifidobacterium (faza C), v primerjavi z izključno dojenimi, pa smo 
ugotovili 10 % višji delež vzorcev s prevladujočimi anaerobnimi bakterijami (faza D).  
 
Preglednica 41: Število (%) vzorcev blata otrok (B3, B30, B90)*, ki smo jih uvrstili v skupine (A–D) na 
podlagi prevladujoče bakterijske skupine (najvišji delež med preiskovanimi skupinami v vzorcu), glede 
na način prehrane otroka (izključno/delno dojeni).  
Preglednica 41: Number (%) of samples of infant feces (B3, B30, B90)* classified in groups (A–D) 
according to the prevailing microbial component (containing the highest relative abundance among the 













Clostridium IV in 
XIV 
B3** (1) Izključno dojenje 52,6 % (20) 15,8 % (6) 13,2 % (5) 18,4 % (7) 
  (2) Delno 62,5 % (10) 12,5 % (2) / 25 % (4) 
B30 (1) Izključno dojenje 7,9 % (3) 18,4 % (7) 57,9 % (22) 15,8 % (6) 
  (2) Delno  16,7 % (3) 27,8 % (5) 55,6 % (10) / 
B90 (1) Izključno dojenje / 9,7 % (3) 71,0 % (22) 19,4 % (6) 
  (2) Delno 4,3 % (1) 8,7 % (2) 56,5 % (13) 30,4 % (7) 
* Rezultati za blato objavljeni v Obermajer in sod., 2017.  
** Pet vzorcev blata po 3 dneh (8,9 %) smo uvrstili v skupino A, čeprav niso imeli nobene prevladujoče skupine. 
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4.3.5 Vpliv uživanja probiotičnih živil in prehranskih dopolnil pri materi in otroku 
na prisotnost MKB v blatu otroka 
Pogostost uživanja probiotičnih izdelkov (PMSI) in prehranskih dopolnil ter OTC 
zdravil matere med nosečnostjo in dojenjem ter vpliv uživanja na sestavo mikrobiote 
kolostruma in mleka smo opisali v poglavju 4.2.4.5. Večji in neposreden vpliv na 
sestavo črevesne mikrobiote otroka, pa ima uživanje probiotičnih prehranskih dopolnil v 
prehrani otroka. Podatke o uživanju prehranskih dopolnil pri otrocih smo pridobili s 
pomočjo vprašalnika (VPŽ/P-B), ki so ga matere izpolnile na prvem zdravstvenem 
pregledu otrok pri pediatru pri starosti en mesec. Izmed 155 otrok je samo četrtina otrok 
dobivala probiotična prehranska dopolnila za otroke (PPDO). Od tega samo 2 materi 
nista izbrali PPDO Biogaia Protectis, s probiotičnim sevom Lactobacillus reuteri 
Protectis, ki je bil v času študije (2011-2012) med najbolj uporabljanimi probiotiki za 
dojenčke na slovenskem trgu, zato smo v primerjavo vključili blato otrok, ki so dobivali 
to probiotično prehransko dopolnilo. Matere so navedle še HIPP Combiotic 
(Lactobacillus fermentum sev hereditum), Bactoflor za otroke (mešanica probiotičnih 
sevov vrst iz rodov Bifidobacterium – B. bifidum, B. breve, B. infantis, B. longum; 
Lactobacillus – L. acidophilus, L. casei, L. reuteri, L. rhamnosus in Streptococcus 
thermophilus) in Linex Linbi (Bifidobacterium animalis subsp. lactis sev BB12). Pri 
analizi stopnje vpliva uživanja probiotičnih bakterij matere in otroka, na delež 
bakterijskih skupin (rodovi MKB in bifidobakterije) v vzorcih blata otroka (B3, B30, 
B90) smo uporabili regresijsko analizo (preglednica 42). Pri mikrobnih 
skupinah/rodovih, pri katerih je bilo število vzorcev nad mejo detekcije nižje od 30 %, 
smo uporabili logistično regresijo. Na delež vrst rodu Bifidobacterium v vzorcih B3 je 
imelo največji vpliv uživanje probiotičnega pripravka s probiotičnim sevom 
Lactobacillus gasseri sev K7 (LK7) (B = – 0,385; p = 0,007), ki so ga matere uživale 
pred porodom. Otroci, ki so prejemali probiotična prehranska dopolnila, so imeli v 
vzorcih blata B30 za tretjino nižjo zastopanost vrste E. faecalis v otrokovem blatu po 30 
dneh (B = – 0,290, p = 0,043) in po 90 dneh (B = – 0,289, p = 0,048). Vpliv uživanja 
probiotičnih izdelkov pri materi in otroku na velikost in sestavo mikrobiote blata otroka 
je bil majhen, saj smo z vključenimi neodvisnimi spremenljivkami (PMSI, PPD, PPDO) 
v regresijskem modelu opisali manj kot 16 % variabilnosti spremenljivke Enterococcus 
faecalis. Pri materah, ki so uživale probiotična prehranska dopolnila, smo v vzorcih 
blata B90 otrok ugotovili nižji delež rodu Bifidobacterium v vzorcih blata B90 (B = –
 0,319, p = 0,031). 
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Preglednica 42: Multipla regresijska analiza povezav med bifidobakterijami in MKB v blatu otrok (logit 
delež (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije) oziroma delež vzorcev pod mejo detekcije (da/ne) ter 
pogostostjo uživanja probiotičnih živil (PMSI) in prehranskih dopolnil (LK7, PPD) pri materah in otrocih 
(PPDO). Multipla linearna regresijska analiza (LR) povezav med logit deleži izbranih bakterijskih skupin 
in pogostostjo uživanja probiotičnih bakterij. Statistično značilne povezave so označene z zvezdico 
p < 0,05). Navedli smo standardizirane beta koeficiente in pripadajočo p-vrednost (a). Multipla logistična 
regresijska analiza povezav (LOGR) povezav pri bakterijskih skupinah z nizkim deležem vzorcev nad 
mejo detekcije (< 30 %). Statistično značilne povezave so označene z zvezdico p < 0,05. Navedli smo 
verjetnost izida (exp B) – vzorec pod mejo detekcije in p-vrednost (b). 
Table 42: Multiple linear regression (LR) analysis of the associations of logit transformed relative 
abundances (selected bacterial group/all bacteria) of microbial groups in infant feces with maternal 
consuming probiotic soya products (PMSI), probiotic supplements (PPD) and LK7 (probiotic supplement 
with L. gasseri K7) and child consumption of probiotic supplements (PPDO) (a). Bacterial groups with < 
30% detected samples were analysed by multiple logistic regression analysis (LOGR). Significant 
associations (p < 0.05) are denoted with asterisks (b). 
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Bifidobacterium sp. a 0,385 0,007* 0,005 0,971 -0,006 0,966   / / 
Streptococcuss sp. a -0,016 0,912 -0,025 0,873 -0,123 0,420   / / 
Enterococcus sp. a 0,031 0,831 -0,018 0,906 -0,263 0,081   / / 
E. faecalis a 0,022 0,881 0,069 0,646 -0,257 0,090   / / 
Lactobacillus sp. b 0,624 0,555 3,231 0,222 0,324 0,193   / / 












Bifidobacterium sp. a / / -0,055 0,717 -0,088 0,566   -0,088 0,565 
Streptococcus sp. a / / 0,248 0,102 -0,037 0,804   -0,045 0,762 
Enterococcus sp. a / / 0,160 0,286 0,146 0,331   -0,120 0,421 
E. faecalis a / / 0,202 0,157 0,159 0,262   -0,290 0,043* 
Lactobacillus sp. a / / -0,174 0,254 -0,035 0,817   0,094 0,531 












Bifidobacterium sp. a / / 0,085 0,556 -0,319 0,031*   0,184 0,202 
Streptococcus sp. a / / -0,181 0,230 0,197 0,191   -0,045 0,763 
Enterococcus sp. a / / 0,194 0,200 0,083 0,579   -0,098 0,512 
E. faecalis a / / 0,150 0,297 0,155 0,282   -0,289 0,048* 
Lactobacillus sp. a / / 0,092 0,550 0,020 0,899   -0,028 0,856 
L. gasseri a / / -0,071 0,640 0,010 0,948   -0,134 0,379 
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5    RAZPRAVA 
5.1 SOCIODEMOGRAFSKE, ANTROPOMETRIČNE IN OSTALE ZNAČILNOSTI 
UDELEŽENK V RAZISKAVI 
V kliničnem delu študije »Moje mleko« je sodelovalo 162 parov mati-otrok. Zbiranje 
vzorcev kolostruma in humanega mleka ter mekonija in blata otrok je potekalo od 
marca 2011 do konca maja 2012. Primerjava pridobljenih sociodemografskih podatkov 
porodnic in njihovih otrok, vključenih v študijo, s podatki iz perinatalnega 
informacijskega sistema (NPIS) za leto 2012, je pokazala, da je bil vzorec sodelujočih v 
študijo dokaj reprezentativen (preglednici 12 in 13). Povprečna starost porodnic v 
Sloveniji je bila v letu 2012 30,4 let, povprečna starost udeleženk v naši raziskavi pa 
30,6 (+/- 4,2) let. Pri podrobnejšem pregledu starostne sestave v študijo vključenih 
prostovoljk smo ugotovili, da smo zajeli nekoliko nižji delež udeleženk pod 25 let (-
6,1 %) in višji delež udeleženk, ki so ob rojstvu otroka že dopolnile 35 let (+ 3,6 %). V 
študiji smo zajeli predvsem populacijo porodnic starejših od 25 let (93,3 %), kar vpliva 
tudi na višjo stopnjo dokončane izobrazbe udeleženk. Glede na izobrazbeno sestavo 
udeleženk bi težko trdili, da smo imeli reprezentativen vzorec, saj v našem vzorcu 
prevladujejo prostovoljke s končano višjo, visoko, podiplomsko izobrazbo (77,9 %), iz 
podatkov porodnic v Sloveniji za leto 2012 pa je razvidno, da je imelo višjo, visoko in 
podiplomsko izobrazbo zgolj 37,7 % porodnic. V kliničnem delu študije Moje mleko so 
bile zaradi zahtev in nadzora nad rokovanjem z mikrobiološkimi vzorci med odvzemom 
in transportom do laboratorija, zajete predvsem udeleženke in njihovi otroci iz Osrednje 
Slovenije, predvsem Ljubljane z bližnjo okolico. Za urbana središča pa velja, da se v 
njih zadržujejo ljudje z višjo stopnjo izobrazbe. Za sodelovanje so se na podlagi 
informacij o študiji, torej večkrat odločile matere starejše od 25 let z višjo izobrazbo. 
Navadno velja, da ženske z višjo izobrazbo prehrana bolj zanima in so bolj ozaveščene 
o pomenu uravnotežene prehrane v nosečnosti za lastno zdravje ter zdravje 
razvijajočega se ploda (Prosen in Poklar - Vatovec, 2011b). V raziskavi smo ugotovili, 
da udeleženke v študiji med nosečnostjo večinoma niso spreminjale načina prehrane, 
manjši delež udeleženk pa je v svojo prehrano vključil dodatno skupino živil. Tako sta 
udeleženki, ki sta pred nosečnostjo uživali samo ribe, med nosečnostjo v svojo prehrano 
vključili tudi meso. Udeleženka, ki je uživala izključno meso in ena vegetarijanka pa sta 
v svojo prehrano vključili ribe. V obdobju nosečnosti mora ženska z uravnoteženo 
prehrano zagotoviti optimalen vnos hranil in primeren vnos energije, da zadovolji svoje 
običajne potrebe ter potrebe razvijajočega se ploda. Ženske naj bi že pred zanositvijo 
uredile svojo prehrano in dosegle telesno maso, ki ne odstopa za več kot 10 % od 
normalne telesne mase (ITM 18,5–24,9) (Prosen in Poklar - Vatovec, 2011a). V naši 
študiji smo uporabili ITM kot referenčno mero za določitev prehranskega statusa žensk 
pred zanositvijo (ITM pred zanositvijo). Metoda določitve statusa prehranjenosti z ITM 
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pa ni primerna za nosečnice, saj z ITM določamo povprečno gostoto telesa, ne moremo 
pa razlikovati med deležem maščobne in mišične mase. Pri nosečnicah je potrebno 
upoštevati še razlike v masi zarodka, volumnu amnionske tekočine, ki jih je nemogoče 
pravilno oceniti s pomočjo ITM vrednosti (Robič in sod., 2013). Prehranski status 
nosečnic smo zato ocenili na podlagi aktualnih smernic za povišanje telesne mase med 
nosečnostjo, ki jih je predlagal Ameriški Inštitut za medicino (IOM). Smernice so 
določene na podlagi raziskav o prehranjenosti nosečnic v povezavi z zdravjem 
nosečnice in ploda ter stopnji tveganja zapletov pri in po porodu. Priporočene vrednosti 
IOM se v različnih raziskavah sklicujejo na starejše – IOM 1990 ali dopolnjene novejše 
smernice – IOM 2009, ki so strožje zastavljene pri predebelih materah (ITM > 25). 
Podatke o porodnicah (ITM pred zanositvijo in prirast telesne mase v nosečnosti), ki jih 
NPIS ne zajema, smo primerjali z izsledki pilotne študije (n = 50) o prehranjevalnih 
navadah v povezavi s telesno maso, katero so v letu 2010 izvedli na Visoki šoli za 
zdravstvo (Prosen in Poklar - Vatovec, 2011b). Ugotovili smo nižji delež udeleženk s 
povišanim (ITM 25–29,9) in prekomernim ITM (ITM > 30) pred zanositvijo v naši 
študiji. V naši študiji je bilo 17 % udeleženk z ITM višjim od 25, v študiji Prosen in 
Poklar – Vatovec (2011b) pa skoraj tretjina (28,3 %) udeleženk. Primerjava s podatki 
podatkovnega portala za leto 2012 (IVZ, 2014) kaže, da je imelo v istem obdobju, kot je 
potekala raziskava, v Sloveniji 33 % žensk v rodni dobi (25–44 let) povišano ali 
prekomerno telesno maso. V poročilu o prehranskih navadah odraslih v Sloveniji 
(Gabrijelčič – Blenkuš in sod., 2009) so ugotovili, da ima velik vpliv na telesno maso 
izobrazba. To smo potrdili tudi v naši študiji, saj je bil najvišji delež mater z ITM > 30 v 
skupini mater s poklicno/srednješolsko izobrazbo (14 %), najnižji pa v kategoriji z 
najvišjo doseženo izobrazbo (4 %). Nosečnica vpliva na prirast TM s primernim 
energijskim ravnovesjem in z zmerno aktivnostjo pri normalnem poteku nosečnosti. 
Ženske z normalnim ITM pred zanositvijo, običajno tudi v nosečnosti nimajo težav z 
doseganjem priporočenih vrednosti prirasta TM, medtem ko je pri nosečnicah s 
prekomernim ITM, 3–5 krat večja možnost, da prekoračijo priporočila IOM 
(Krukowski, 2013). Povezavo med ITM in prirastom TM med nosečnostjo glede na 
smernice IOM iz leta 2009, smo ugotovili tudi v naši študiji (MW, p < 0,001) (slika 16). 
Med 121 materami z normalno telesno maso je imela le tretjina (31,40 %) prirast TM 
nad priporočili, pri materah s povišano telesno maso (ITM 18,5–24,9) jih je imelo 
64,7 %, v kategoriji debelost (ITM > 30 ) pa kar 9 od 10 mater (preglednica 20). Prosen 
in Poklar - Vatovec (2011b) sta v pilotni študiji Visoke šole za zdravstvo že ugotavljala 
primernost prirasta TM slovenskih nosečnic. Ugotovila sta, da je priporočene vrednosti 
po smernicah IOM 1990 preseglo 44,2 % udeleženk študije, kar je več kot v naši študiji 
v kateri je 37,2 % udeleženk presegalo priporočene vrednosti IOM, 19,9 % pa jih ni 
dosegalo (slika 16). Poleg tega je potrebno dodatno omeniti, da sta Prosen in Poklar – 
Vatovec (2011b) uporabila za oceno starejše, bolj mile smernice iz leta 1990, ki 
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priporočajo za prirast telesne mase 7–15 kg, v naši raziskavi pa smo upoštevali 
smernice iz leta 2009, ki priporočajo le 5–9 kg. 
5.2 VPLIV DEJAVNIKOV MATERE IN OKOLJA NA SESTAVO MIKROBIOTE 
KOLOSTRUMA IN MLEKA  
Za mikrobiološke analize bioloških vzorcev smo uporabili tri različne pristope: 
določanje števila živih bakterij na hranljivih podlogah, kvantifikacijo števila kopij 
tarčnih genov za 16S rDNA za izbrane bakterijske skupine ter masovno sekvenciranje 
pomnožkov 16S rDNA. S štetjem na ploščah smo določali aktivno mikrobno populacijo 
aerobnih in fakultativno anaerobnih bakterij v vzorcih mleka in blata, predvsem 
stafilokokov in MKB, ki so prevladujoče bakterije v materinem mleku in v prvih dneh 
tudi v fekalni mikrobioti otroka (Fitzstevens in sod., 2017). Z metodo qPCR smo 
ugotavljali velikost mikrobnih populacij izbranih skupin bakterij, v vzorcih materinega 
mleka in blata otrok. Z masovnim sekvenciranjem pomnožkov 16S rDNA, z metodo 
Illumina (sistem MiSeq), pa smo želeli pridobiti podrobnejši vpogled v individualno 
sestavo mikrobiote humanega kolostruma in mleka. Rezultati analize mikrobnih združb 
s qPCR so pokazali, da v vzorcih kolostruma in mleka prevladujejo vrste rodov 
Staphylococcus in Streptococcus. Poglobljena analiza približno četrtine vzorcev 
kolostruma in mleka z masovnim sekvenciranjem pomnožkov 16S rDNA pa je dodatno 
pokazala, da si po zastopanosti v vzorcih kolostruma sledijo rodovi: Staphylococcus, 
Streptococcus, Gemella, Corynebacterium in Rothia, v vzorcih mleka M30 rodovi 
Streptococcus, Staphylococcus, Pseudomonas, Gemella, Bifidobacterium in 
Corynebacterium, v vzorcih mleka M90 pa Streptococcus, Staphylococcus, 
Pseudomonas, Rothia, Veillonella, Gemella in Corynebacterium. Kljub geografskim 
razlikam, razlikam v metodi vzorčenja mleka (čiščenje/sterilizacija dojke pred 
odvzemom vzorca) in različnim metodam izolacije celokupne mikrobne DNA, smo 
ugotovili kar nekaj ujemanja rezultatov naše raziskave z norveško študijo ProPACT 
(Simpson in sod., 2018), v kateri so uporabili enako tehnologijo masovnega 
sekvenciranja bakterijske DNA vzorcev mleka (Illumina platforma Mi Seq). V vzorcih 
mleka, odvzetih 10 in 90 dni po porodu, so ugotovili prisotnost naslednjih rodov in 
skupin Streptococcus, Staphylococcus, Gemellaceae, Rothia, Veilonella, Acinetobacter, 
Hemophilus, Bacillaceae, Granulicatella in Methylbacterium. Glavna značilnost 
mikrobiote kolostruma in humanega mleka, ki so jo pokazale številne študije (Hunt in 
sod., 2011; Cabrera - Rubio in sod., 2012; Ward in sod., 2013; Urbaniak in sod., 2016; 
Murphy in sod., 2017) pa je prisotnost predstavnikov rodov Staphylococcus in 
Streptococcus, ki predstavljajo pomemben, največkrat največji delež mikrobne 
populacije. Primerjava velikosti mikrobnih populacij različnih skupin/rodov bakterij, ki 
smo jih ugotovili v kolostrumu in mleku udeleženk naše raziskave, kaže tako 
podobnosti kot razhajanja s podobnimi objavljenimi raziskavami. Tako je bila na primer 
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mediana koncentracije stafilokokov, streptokokov in bifidobakterij v vzorcih 
kolostruma in mleka naših udeleženk primerljiva s koncentracijami, ki so jih ugotovili 
Khodayar – Pardo in sod. (2014), vendar je bila mediana koncentracije števila vseh 
bakterij v naših vzorcih višja kar za 2-3 log enote, velikost mikrobnih populacij rodov 
Lactobacillus in Enterococcus pa nižja za približno eno log enoto. V vzorcih zrelega 
mleka M90, smo podobno kot Simpson in sod. (2018) ugotovili padec velikosti 
mikrobne populacije rodu Staphylococcus in porast velikosti mikrobne populacije rodu 
Streptococcus ter ostalih rodov značilnih za oralno mikrobioto (Rothia in Veillonella), 
kar so predhodno ugotavljali tudi drugi avtorji (Cabrera - Rubio in sod., 2012; Hunt in 
sod., 2011). Streptokoki naj bi imeli pomembno vlogo pri razvoju mikrobiote oralne 
votline in sline (Rodríguez, 2014). Vzorci mleka naših udeleženk so vsebovali tudi 
bakterije drugih rodov tipične oralne mikrobiote (Veillonella, Leptotrichia, Prevotellla, 
Bacteroides, Granulicatella, Leptotrichia, Methylbacterium), ki pa so predstavljali < 
1% mikrobiote zrelega mleka. Zanimiva je selektivnost humanega mleka za 
predstavnike tipične oralne mikrobiote. Na primer pri 70 % mater smo v zrelem mleku 
ugotovili padec koncentracije vrst rodu Gemella, ki glede na literaturo predstavljajo v 
več kot 80 % vzorcev nad 1 % oralne mikrobiote (Zaura in sod., 2014) in vrste iz rodu 
Actinomyces, ki jih redno najdemo v oralni mikrobioti novorojenčkov, vendar so le 
redko prisotne v materinem mleku (Cabrera - Rubio in sod., 2012). Z metodo qPCR 
smo potrdili prisotnost vrst rodu Bifidobacterium v 53,3 % vzorcev kolostruma in 
50,8 % vzorcev zrelega mleka, kar kaže na relativno stabilnost prisotnosti bifidobakterij 
v mikrobioti mleka. Prisotnost vrst rodu Bifidobacterium smo v polovici vzorcev 
kolostruma in zrelega mleka potrdili tudi z masovnim sekvenciranjem, izračunan delež 
OTU rodu Bifidobacterium pa je bil nižji od 1 %. Zanimivo je, da v nekaterih študijah 
(Cabrera - Rubio in sod., 2012; Ward in sod., 2013) v materinem mleku niso uspeli 
detektirati vrst rodu Bifidobacterium, medtem ko so druge (Hunt in sod., 2011; Jost in 
sod., 2014a; Murphy in sod., 2017) prav tako kot mi, potrdile prisotnost bifidobakterij v 
nizkih koncentracijah. Relativno velike razlike v sestavi mikrobiote kolostruma in 
mleka, ki jih navajajo omenjene študije, avtorji pripisujejo več dejavnikom. Poleg 
geografskih, genetskih, kulturnih in prehranskih razlik med udeleženkami, do razlik v 
vzorčenju, protokolih izolacije celokupne bakterijske DNA, uporabe različnih ZO in 
hipervariabilnih regij (V1-V2; V3- V4,...) 16S rDNA ter uporabe različnih metod 
sekvenciranja (454 GS-FLX, Illumina Mi Seq, Illumina GAIIx Genome Analyzer). 
Razlikuje pa se sestava mikrobiote vzorcev kolostruma in mleka tudi med udeleženkami 
iste študije, kar so predhodno ugotovili tudi Kumar in sodelavci (2016) in razlike 
pripisali vplivu prehrane, stanju prehranjenosti (ITM) in zdravju matere. Veliko 
variabilnost v številu zraslih kolonij na gojiščih, ki se je med vzorci mleka mater 
odvzetih ob istem času, razlikovalo tudi za 3–4 log enote (preglednica 14), smo 
ugotovili tudi v naši študiji. Enako smo ugotovili tudi pri kvantifikaciji števila kopij 
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tarčne regije 16S rDNA za vse bakterije v vzorcih kolostruma in mleka, kjer so se log 
enote med udeleženkami razlikovale od 3 (M30) do 3,3 (M0) enote (preglednica 15). 
Ugotovili smo tudi, da se je velikost mikrobnih populacij, zraslih na gojiščih MRS, 
BHI, M17, TOS in ROGOSA, med vzorci odvzetimi iz leve in desne dojke iste matere, 
pri polovici udeleženk razlikovala 0,5–3,7 log enot, čeprav je bila mikrobna sestava 
mleka obeh dojk podobna (Tušar in sod., 2014). Zaradi reprezentativnosti koncentracij 
bakterij iz mleka, ki jih otrok dejansko zaužije, smo za kvantifikacijo s qPCR in 
metagenomsko analizo združili vzorce iz obeh dojk. Sestava mikrobiote vzorcev 
kolostruma in mleka posameznih udeleženk študije se razlikuje tudi po zastopanosti 
bakterijskih skupin. Iz analize glavnih komponent (PCA ) na sliki 9b, lahko vidimo, da 
ni jasne ločnice med vzorci kolostruma, mleka M30 in M90, iz česar lahko sklepamo na 
individualno dinamiko zorenja mikrobiote. Masovno sekvenciranje tretjine vzorcev 
kolostruma in mleka nam je razkrilo veliko variabilnost med vzorci kolostruma in 
mleka. Vzorci kolostruma se razlikujejo predvsem po zastopanosti rodov 
Staphylococcus, Streptococcus, Gemella in Veillonella, vzorci mleka pa po zastopanosti 
rodov Streptococcus, Staphylococcus, Pseudomonas in Gemella. Na sestavo materinega 
mleka vplivajo praktično vsi dejavniki, ki lahko spreminjajo mikrobioto materine kože, 
oralne votline, vagine in GIT (Quin in sod., 2018). V naši študiji smo ugotovili, da 
imajo različni dejavniki matere in okolja večji vpliv na sestavo kolostruma, kot zrelega 
mleka po 30 ali 90 dneh. Pri multipli regresijski analizi povezav v preglednici 34 smo 
namreč ugotovili pogostejše povezave med bakterijskimi skupinami kolostruma in 
dejavniki matere, prehrane ter okolja (vpliv ITM matere pred zanositvijo in prirast TM 
med nosečnostjo, način prehrane otroka, DHK v prehrani matere in vsebnost v mleku). 
Dejavnika, ki sta vplivala na sestavo zrelega mleka, pa sta bila uživanje probiotika 
L. gasseri K7 v zadnjih tednih nosečnosti in ITM matere pred zanositvijo. Ugotovili 
smo tudi večjo podobnost sestave mikrobiote med vzorci M30 in M90, kot med vzorci 
kolostruma in M30, kar je prikazano na sliki 9b (Wilcoxonov test predznačenih rangov 
(p < 0,05). Analiza povezav med deleži proučevanih populacij v kolostrumu (M0) in 
mleku (M30) je namreč pokazala statistično značilne korelacije le pri skupini 
Clostridium IV, medtem ko smo med vzorci mleka M30 in M90 potrdili statistično 
značilne povezave za skupino Bacteroides-Prevotella, enterobakterije, stafilokoke, vrsto 
S. epidermidis, enterokoke in laktobacile (priloga B3). 
5.2.1 Vpliv prehrane matere na sestavo mikrobiote kolostruma in mleka 
V študiji »Moje mleko« smo želeli povezati prehrano in z njo povezane dejavnike 
matere (ITM, prirast TM) med nosečnostjo, ter dojenjem na sestavo materinega mleka. 
V kolikšni meri prehrana matere vpliva na mikrobiološko sestavo mleka je še dokaj 
neraziskano in kompleksno področje. Vsekakor so raziskave o obstoju črevesno-mlečne 
endogene poti v zadnjem desetletju odprle nova vprašanja o vplivu prehrane in 
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probiotičnih bakterij na sestavo mikrobiote materinega mleka. Vpliv probiotičnih 
bakterij na potek nosečnosti, zdravje otroka in sestavo mikrobiote mleka so raziskovali 
številni raziskovalci, kljub temu so študije, zaradi specifičnosti delovanja posameznega 
probiotičnega seva slabo primerljive. Zato smo želeli ovrednotiti vpliv uživanja 
probiotičnih živil in prehranskih dopolnil na sestavo mikrobiote kolostruma, mleka ter 
črevesno mikrobioto otroka. Poleg komercialno dostopnih prehranskih dopolnil smo v 
pilotni študiji ugotavljali tudi vpliv probiotičnega pripravka s sevom Lactobacillus 
gasseri K7 (LK7), ki so ga prostovoljke uživale v zadnjih tednih nosečnosti. 
Prostovoljk, ki so se odločile sodelovati še v dodatni pilotni študiji proučevanja vpliva 
seva LK7, nismo omejili pri uživanju ostalih probiotičnih prehranskih dopolnil (PPD) in 
probiotičnih mlečnih in/ali sojinih izdelkov (PMSI). Zanimal nas je namreč vpliv vseh 
probiotičnih živil in prehranskih dopolnil v materini prehrani med nosečnostjo in 
dojenjem na prisotnost in velikost mikrobnih populacij mlečnokislinskih bakterij in 
bifidobakterij v materinem mleku in črevesni mikrobioti otroka.  
Med nosečnostjo, porodom in dojenjem se pod vplivom hormonov v telesu matere 
dogajajo številne spremembe, ki spreminjajo homeostazo materine vaginalne 
mikrobiote (Aagaard in sod., 2012; Freitas in sod., 2017), oralne in črevesne mikrobiote 
(Koren in sod., 2012; Collado in sod., 2008; Jost in sod., 2014b; Carrothers in sod., 
2015). Raziskovalci domnevajo, da hormoni med nosečnostjo in porodom vplivajo na 
prepustnost črevesne stene ter s tem na prenos črevesnih bakterij s pomočjo dendritičnih 
celic in makrofagov do otroka v maternici in do mlečne žleze (Rodríguez, 2014). Poleg 
tega se v nosečnosti prilagodi črevesni metabolizem, ki pospeši in izboljša privzem 
hranil iz hrane, kar v določeni meri vpliva tudi na prirast TM v nosečnosti. Prekomerna 
telesna masa pred nosečnostjo v kombinaciji z neuravnoteženo prehrano in 
prekomernim kaloričnim vnosom v času nosečnosti (prekomeren prirast TM v 
nosečnosti), vplivajo na sestavo črevesne mikrobiote matere ter posredno tudi na 
mikrobioto materinega mleka in črevesno mikrobioto otroka (Cabrera - Rubio in sod., 
2012; Collado in sod., 2012 ). Prehrana s svojimi mikro in makro hranili potencialno 
vpliva tudi na sestavo črevesne mikrobiote matere (Matijašić - Bogovič in sod., 2014) in 
posredno na mikrobioto mleka. Prehranske študije, ki povezujejo vnos mikro- in 
makrohranil ter sestavo mikrobiote materinega mleka pa so zelo redke (Meyer in sod., 
2017; Kumar in sod., 2016).  
V študiji »Moje mleko« so udeleženke med nosečnostjo pretežno uživale mešano 
prehrano (meso in ribe). Le 3 % udeleženk študije je bilo vegetarijank, 6,1 % udeleženk 
pa je uživalo samo ribe (ne mesa). Po podatkih raziskave IVZ (2009), je bilo v Sloveniji 
med odraslimi (n = 1189) 2,1 % delnih vegetarijancev, 1,3 % vegetarijancev in od tega 
0,3 % veganov. Raziskava je tudi pokazala višji delež vegetarijancev med višje ali 
visoko izobraženimi Slovenci in pogostejše delno vegetarijanstvo (2,9 %) pri ženskah. 
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V naši študiji je bil višji odstotek vegetarijank in delnih vegetarijank, saj smo zajeli 
ženske v rodni dobi (20–44 let), ki so imele v času nosečnosti vsaj visokošolsko 
izobrazbo (77,9 %). Višja izobrazbena struktura udeleženk v naši študiji najverjetneje 
vpliva tudi na boljše prehranske navade. Zaradi visokega deleža visoko izobraženih 
udeleženk naše študije tega zaključka ne moremo posploševati, saj je najverjetneje 
prehrana nosečnic in doječih mater v Sloveniji slabša kot kažejo podatki študije »Moje 
mleko« (Benedik, 2015). Slabost naše raziskave je vsekakor za statistično analizo 
prenizek vzorec vegetarijank, da bi lahko na podlagi analize zanesljivo določili 
statistično značilne razlike med skupinami. Kljub temu, da smo za proučevanje vpliva 
prehrane na mikrobno sestavo kolostruma in mleka združili skupino mater vegetarijank 
z materami, ki med nosečnostjo niso uživale mesa, je bil delež še vedno nizek (< 11 %). 
V kolostrumu udeleženk, ki v svojo prehrano niso vključevale mesa, smo ugotovili višjo 
koncentracijo tarčnih genov za skupino bakterij Clostridium XIV (MW, p = 0,015) ter 
rod Lactobacillus (MW, p = 0,031). Značilnost vegetarijanske prehrane je običajno višji 
vnos ogljikovih hidratov (45 % pri vegetarijancih in 59 % pri veganih) in prehranske 
vlaknine ter nižji vnos beljakovin, maščob ter hranil, ki niso prisotna v rastlinski hrani, 
ali pa jih rastlinska hrana vsebuje v zelo nizkih koncentracijah. To so na primer 
dolgoverižne večkratnenasičene maščobne kisline n-3 (predvsem DHK in EPK), 
vitamin B12, železo, cink, jod, kalcij, vitamin D (ADA, 2016; Zimmer in sod., 2012), ki 
skupaj z makro hranili potencialno vplivajo na sestavo črevesne mikrobiote matere in na 
sestavo materinega mleka. V nasprotju z našimi rezultati vpliva prehrane na sestavo 
mikrobiote materinega kolostruma in mleka, so v predhodnih študijah črevesne 
mikrobiote povezali prisotnost vrst skupine Clostridium XIV z višjo koncentracijo 
nezaželenih heterocikličnih aminov, ki nastajajo pri pečenju mesa in so domnevni 
povzročitelji vnetij v prebavnem traktu (De Filippo in sod., 2010; Kabeerdoss in sod., 
2012; Matijašić - Bogović in sod., 2014). Višji vnos ogljikovih hidratov in prehranske 
vlaknine, ki naj bi bil glavni vzrok za nižji pH črevesne vsebine pri ljudeh na pretežno 
rastlinski prehrani, pa naj bi vplival na nižjo koncentracijo vrst družine 
Enterobacteriaceae in vrste E. coli v fekalni mikrobioti (Zimmer in sod., 2012; Wong in 
sod., 2018). Študija Matijašić - Bogovič in sod. (2014) je pri slovenskih odraslih 
vegetarijancih in veganih v fekalni mikrobioti ugotovila nižje koncentracije mikrobnih 
populacij skupine Bacteroides-Prevotella in Clostridium XIV ter vrst Bacteroides 
thetaiotaomicron, Clostridium clostridioforme, Faecalibacterium prausnitzii. Čeprav so 
predhodne študije pokazale povezavo med sestavo črevesne mikrobiote in načinom 
prehrane (vegetarijanci/vegani), pa ni nujno, da se te razlike neposredno izražajo tudi v 
sestavi materinega mleka. Tako so na primer Bravi in sod. (2016) ugotovili, da višji 
vnos beljakovin, ogljikovih hidratov, delež fitosterolov in dolgoverižnih večkrat 
nenasičenih MK v prehrani nima neposrednega vpliva na sestavo hranil materinega 
mleka.  
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Ugotovili pa so, da prehrana z visokim odstotkom maščob vpliva na mikrobioto 
materinega mleka in koncentracijo sialiranih HMO v materinem mleku, ki spodbujajo 
rast vrst rodu Bifidobacterium in vplivajo na metabolizem in izkoristljivost hranil v 
prebavnem traktu (Meyer in sod., 2017; Aakko in sod., 2017). Višji vnos DHK s 
prehrano se odrazi tudi v višji koncentraciji DHK in EPK v materinem mleku, ter vpliva 
na sestavo mikrobiote materinega mleka (Innis, 2014; Kumar in sod., 2016). Zato smo 
tudi v naši raziskavi poskusili povezati vnos DHK s prehrano z vsebnostjo v kolostrumu 
in mleku ter ugotoviti vpliv na sestavo mikrobiote materinega mleka. Benedik (2015), 
ki je obravnaval udeleženke raziskave »Moje mleko«, je v svoji doktorski nalogi 
zaključil, da vnos DHK s prehrano pri slovenskih nosečnicah in doječih materah ni 
zadosten. Pogosteje so zadostile priporočilom o dnevnem vnosu DHK (> 200 mg DHK 
/dan) udeleženke, ki so uživale tudi prehranska dopolnila. Rezultati naše raziskave so 
pokazali, da je dnevne potrebe po DHK, glede na priporočila (200 mg DHK/dan), v 
času nosečnosti v celoti pokrilo samo 41,2 % udeleženk, v času dojenja pa le tretjina 
(32, 4 %), prehranska dopolnila z n-3 maščobnimi kislinami pa je med nosečnostjo 
uživalo 40 %, med dojenjem pa 24, 1 % udeleženk. Tako vnos DHK s hrano, kot delež 
udeleženk, ki so uživale prehranska dopolnila z n-3 MK, je bil pri slovenskih materah 
nižji glede na rezultate obsežne norveške študije (Norwegian Mother and Child Cohort 
Study –MoBa, n = 40,817), kjer je prehranska dopolnila z DHK uživalo kar 59 % mater, 
svoje minimalne dnevne potrebe po DHK med nosečnostjo (> 200 mg DHK/dan ) pa so 
pokrile že s hrano, saj so v povprečju zaužile 320 mg DHK/dan (Haugen in sod., 2008). 
Visoke vrednosti lahko najverjetneje pripišemo prehranskim navadam in tradiciji 
uživanja vitamina D v obliki ribjega olja, ki je posledica geografske lege. Nasprotno pa 
so v obsežni raziskavi v ZDA, ki so jo izvajali od leta 2003 do leta 2012, ugotovili 
izjemno nizke vrednosti DHK (66 mg DHK/dan) v prehrani žensk v rodni dobi in 
nosečnic, le 9 % nosečnic pa je uživalo prehranska dopolnila z DHK (Nordgren in sod., 
2017).  
Med dojenjem je le manjši del udeleženk naše raziskave spreminjal način prehrane. 
Zanimivo pa je, da je 7 udeleženk študije med dojenjem izločilo iz prehrane ribe in 
uživalo samo meso, kljub slovenskim in evropskim smernicam, da naj matere v času 
dojenja 1-2 krat tedensko (150-300 g) uživajo manjše, toplotno obdelane morske ribe, 
izogibajo pa naj se večjim ribam (tuna, mečarica), školjkam in morskim sadežem. 
Doječe matere, naj bi uživale ribe, ribje izdelke in morske sadeže (RRIMS) zaradi 
pomembnega vira esencialnih in semi esencialnih MK (predvsem DHK in EPK), 
priporočen vnos pa je vsaj 200 mg DHK/dan (EFSA, 2010; Fidler - Mis, 2010). Vnos 
DHK s prehrano je pri vegetarijankah in materah, ki med dojenjem ne uživajo RRIMS 
nižji, zato je potreben vnos DHK preko prehranskih dopolnil, saj jo lahko telo pridobi iz 
maščobnih zalog le manjši del (Fidler in Koletzko, 2000). Višji vnos DHK vpliva tudi 
na višjo vsebnost DHK v mleku (Fidler in Koletzko, 2000; Aumeistere in sod., 2018; 
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Innis, 2014). Matere s priporočenim dnevnim vnosom DHK s prehrano in/ali 
prehranskimi dopolnili so imele pogosteje višjo koncentracijo DHK v kolostrumu in 
mleku ter večjo mikrobno populacijo bifidobakterij in laktobacilov v mleku (MW, p < 
0,001). Poznano je, da maščobne kisline n-3 delujejo protimikrobno proti številnim 
patogenim mikroorganizmom (Shin in sod., 2007) ter pozitivno vplivajo na pestrost in 
rast komenzalnih bakterij v mleku in v črevesju (Menni in sod., 2017). Ugotovili so 
tudi, da ima dodatek n-3 v kombinaciji z mešanico probiotikov (VSL#3) potencialen 
sinergističen učinek na izboljšanje lipidnega profila, inzulinsko občutljivost, zmanjšanje 
vnetnih markerjev in na črevesno mikrobioto pri debelih posameznikih (Rajkumar in 
sod., 2014). Povezavo med priporočenim dnevnim vnosom DHK s prehrano (RRIMS) 
in/ali prehranskimi dopolnili ter vsebnostjo DHK v humanem mleku je raziskoval že 
Benedik (2015), v tej raziskavi pa smo ugotovili, da višje vrednosti DHK v mleku 
vplivajo na mikrobioto materinega mleka. Mikrobna populacija bifidobakterij je bila 
večja tako v kolostrumu (MW, p = 0,022), kot tudi v mleku M90 (MW, p = 0,017) 
mater, ki so imele v mlečni maščobi višji ut. % DHK (preglednica 27). Pri primerjavi 
sestave mikrobiote mleka glede na uživanje mesa in rib, pa smo ugotovili, da so imele 
matere, ki v svojo prehrano vključujejo ribe (oziroma ribe in meso) v mikrobni 
populaciji mleka tudi višjo koncentracijo vrst rodu Staphylococcus in vrste 
S. epidermidis. Analiza naših rezultatov je pokazala statistično značilne pozitivne 
povezave med vnosom DHK s prehrano in prehranskimi dopolnili ter deležem 
mikrobnih populacij skupin Bacteroides-Prevotella (MW, p = 0,012) in Clostridium IV 
(MW, p = 0,016) v vzorcih kolostruma. V vzorcih mleka M90 udeleženk, ki so uživale 
DHK v količinah, višjih od priporočenih (DHK > 200mg/dan), pa smo ugotovili višji 
delež bakterij rodu Streptococcus (MW, p = 0,037). Dobljene rezultate težko 
primerjamo z drugimi študijami, saj redke študije proučujejo povezavo med DHK in 
mikrobioto mleka, poleg tega so različno zasnovane. Kumar in sod. (2016) so na primer 
proučevali različne vzorce mikrobiote in maščobno-kislinskega profila humanega mleka 
prostovoljk iz različnih geografskih področij. Ugotovili so, da so višje koncentracije 
enkrat nenasičenih maščobnih kislin (ENMK) v mleku v negativni korelaciji z 
velikostjo mikrobnih populacij debla Proteobacteria in rodov Staphylococcus, 
Lactobacillus in Bifidobacterium, medtem ko je bila velikost mikrobne populacije rodu 
Streptococcus v negativni korelaciji s koncentracijo nasičenih maščobnih kislin v 
mleku. Carrothers in sod. (2015) so v raziskavi ugotovili pozitivno povezavo med n-3 
večkrat nenasičenimi maščobnimi kislinami (VNMK) in velikostjo mikrobne populacije 
predstavnikov debla Firmicutes. Moossavi in sod. (2019), ki so proučevali povezave 
med mikrobioto humanega mleka, oligosaharidi humanega mleka in maščobnimi 
kislinami, pa so dobili negativno povezavo med DHK, pa tudi skupnimi n-3 VNMK in 
mikrobno pestrostjo ter nobene povezave med ENMK in mikrobioto.  
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5.2.2 Prehranski status mater pred in med nosečnostjo (ITM, prirast TM) in 
sestava mikrobiote kolostruma in mleka 
Prehrana in prehranski status ženske pred nosečnostjo pomembno vplivata na uspešnost 
zanositve, potek nosečnosti ter na zdravje matere in otroka. V naši raziskavi smo s 
pomočjo multiplega linearnega regresijskega modela ugotovili, da ima med izbranimi 
dejavniki višji ITM največji vpliv na povišanje deleža predstavnikov rodu 
Staphylococcus v M90 (exp (B) = 0,085; p = 0,029), višji prirast TM med nosečnostjo 
pa vpliv na povišanje deleža predstavnikov družine Enterobacteriaceae v kolostrumu 
(B = 0,311; p = 0,047) (poglavje 4.2.5). V raziskavi vpliva prehranskega statusa na 
mikrobioto kolostruma in materinega mleka smo ugotovili pri udeleženkah s 
prekomernim ITM (ITM > 25), v kolostrumu in mleku večje mikrobne populacije 
skupine Bacteroides-Prevotella, rodov Staphylococcus, Enterococcus, družine 
Enterobacteriaceae, skupine Clostridium XIV. (Cl. Coccoides) in manjše mikrobne 
populacije skupine Clostridium IV (Cl. leptum) (preglednica 18 in priloga D4). Tudi v 
španski študiji so ugotovili višje koncentracije vrst rodu Staphylococcus in 
Lactobacillus ter nižje koncentracije vrst rodu Bifidobacterium v kolostrumu in mleku 
žensk z ITM > 30 (debelost) in pri materah, ki so med nosečnostjo pridobile telesno 
maso višjo od priporočene po smernicah IOM (2009) (Collado in sod., 2012; Cabrera -
Rubio in sod., 2012). Podoben vpliv ITM kot v španski študiji so opazili tudi v študiji 
črevesne mikrobiote nosečnic s prekomernim ITM pred nosečnostjo. V fekalni 
mikrobioti so poleg nižje zastopanosti predstavnikov rodov Bifidobacterium in 
Bacteroides ugotovili višje koncentracije stafilokokov, enterobakterij in vrste E. coli. 
Poleg tega so v blatu mater s prekomernim pridobivanjem telesne mase v času 
nosečnosti določili nižje koncentracije bifidobakterij (Santacruz in sod., 2010). V naši 
raziskavi smo pri materah s prekomernim pridobivanjem TM med nosečnostjo ugotovili 
za tretjino višje koncentracije vrst družine Enterobacteriaceae v kolostrumu (B = 0,311; 
p = 0,047), v primerjavi z materami z normalnim prirastom TM v nosečnosti po 
smernicah IOM. V nasprotju s špansko študijo pa smo ugotovili višje število kopij DNA 
bifidobakterij (MW; p = 0,056) in višje število vzorcev z bifidobakterijami nad mejo 
detekcije, v kolostrumu mater s prekomernim ITM (ITM ≥ 30) v primerjavi z materami 
z normalnim ITM (ITM < 25) (χ2; p = 0,018). Trend višjega števila kopij tarčne DNA za 
bifidobakterije smo ugotovili tudi v mleku mater s prekomernim prirastom TM med 
nosečnostjo, v primerjavi z materami z normalnim prirastom TM, vendar razlika ni bila 
statistično značilna (MW; p = 0,087). Nismo pa ugotovili povezav med uživanjem 
PMSI, PPD in ITM matere ali prirastom TM med nosečnostjo (slika 15). Pri 
udeleženkah s prekomerno telesno maso pred nosečnostjo smo ugotovili tudi višje 
koncentracije vrst skupine Bacteroides-Prevotella, tako v kolostrumu kot tudi v zrelem 
mleku (χ2; p = 0,047). Collado in sod. (2008) so v študiji črevesne mikrobiote nosečnic 
s prekomerno telesno maso pred nosečnostjo, ugotovili povišane koncentracije bakterij 
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iz skupine Bacteroides–Prevotella, vrst rodu Staphylococcus in vrste Clostridium 
histolyticum ter povezavo med višjim prirastom TM med nosečnostjo in višjo 
koncentracijo vrste Bacteroides fragilis. Avtorji v članku pojasnjujejo, da se črevesna 
mikrobiota in debelost največkrat povezujeta s prekomernim energijskim vnosom, večjo 
katabolno aktivnostjo črevesne mikrobiote, večjim izkoristkom energije in pospešenim 
shranjevanjem v maščobne zaloge. Druga povezava debelosti in črevesne mikrobiote, pa 
so vnetne in protivnetne lastnosti mikrobne populacije. Pri debelih ljudeh so namreč 
ugotovili nizko sistemsko vnetje v črevesu, ki ga regulira sestava črevesne mikrobiote 
(Cani in sod., 2008). Collado in sod. (2008) menijo, da je prav to vzrok za povezavo 
med povišanimi koncentracijami predstavnikov skupine Bacteroides-Prevotella v 
črevesni mikrobioti žensk s prekomernim ITM in prirastom TM med nosečnostjo. Višji 
delež bakterij iz skupine Bacteroides-Prevotella v črevesni mikrobioti matere, pa se 
glede na rezultate naše študije, prenese tudi v kolostrum in mleko. Tudi višje 
koncentracije stafilokokov so povezane z vnetnimi procesi v telesu, posebej vrsta S. 
aureus naj bi prispevala k razvoju kronične vnetne črevesne bolezni (KVČB) in 
shranjevanju energije (Collado in sod., 2008).  
5.2.3 Probiotične bakterije v prehrani matere in sestava mikrobiote materinega 
mleka 
Kljub številnim koristnim učinkom probiotičnih bakterij na potek nosečnosti in zdravje 
otroka, ki sem jih navedla v preglednici 8, smo v literaturi našli malo podatkov kako 
pogosto nosečnice ali ženske v rodni dobi uživajo probiotike z živili, na primer s 
probiotičnimi mlečnimi in sojinimi izdelki (PMSI) ali v obliki prehranskih probiotičnih 
dopolnil (PPD). Na splošno le redke raziskave prehranskih navad uživanja prehranskih 
dopolnil obravnavajo tudi uživanje PPD in PMSI. Nosečnice največkrat uživajo 
probiotike z namenom urediti prebavne težave (Jarde in sod., 2018). Louik in sod. 
(2010) poročajo, da le 1,3–3,2 % nosečnic v ZDA in Kanadi uživa probiotične bakterije. 
Nizozemske nosečnice pogosteje uživajo probiotične izdelke (13,7 %) (Rutten in sod., 
2016). Na Norveškem pa kar 37 % nosečnic uživa probiotične izdelke (probiotični 
jogurt, mleko), kar naj bi prispevalo k zmanjšanju pojavnosti atopijskega dermatitisa in 
rinokonjuktivitisa (Bertelsen in sod., 2014). V naši raziskavi je PMSI med nosečnostjo 
redno uživalo 77,5 % udeleženk, 15 % občasno in samo 7,5 % nikoli (Preglednica 28). 
PPD je med nosečnostjo uživalo 16 % udeleženk, kar je precej več kot so za ZDA in 
Kanado poročali Rutten in sod. (2016) ter precej manj kot so za Norveško poročali 
Bertelsen in sod. (2014). Ugotovili smo tudi, da večina udeleženk ni spreminjala navad 
v uživanju PMSI ali PPD med nosečnostjo in dojenjem. Med nosečnostjo so udeleženke 
študije najbolj pogosto posegale po treh probiotičnih izdelkih: Linex (9 %), Linex Forte 
(4,6 %) in Gynophilus (2,5 %), izmed katerih noben ne spada med prehranska 
dopolnila. Linex in Linex Forte sta OTC zdravili (zdravljenje driske in uravnavanje 
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črevesne mikrobiote), Gynophilus pa probiotične vaginalne kapsule za uravnavanje 
vaginalne mikrobiote žensk (Kekec, 2015). Zadnjega smo v vprašalnik (VPŽ/P) 
vključili predvsem zaradi potencialnega prenosa probiotičnih laktobacilov do otroka 
med vaginalnim porodom in preko ust otroka do mlečne žleze po porodu. V literaturi 
obstajajo redke študije, ki povezujejo izključno prenatalno uživanje probiotičnih 
bakterij matere in njihov vpliv na sestavo mikrobiote materinega mleka in črevesne 
mikrobiote otroka (Lahtinen in sod., 2009). V večini študij namreč matere uživajo 
probiotične bakterije med nosečnostjo in dojenjem ali dopolnilo prejema otrok 
(Abrahamsson in sod., 2009; Simpson in sod, 2018; Wickens in sod., 2018). V različnih 
študijah so v mleku mater, ki so redno uživale probiotične pripravke s sevi L. reuteri 
ATTC 55730, L. rhamnosus LC705 in L. gasseri K7, L. fermentum CECT5716, L. 
salivarius CECT5713, pripadajoče seve ali vrsto našli tudi v 12–53 % vzorcev mleka 
mater (Abrahamsson in sod., 2009; Arroyo in sod., 2010; Hurtado in sod., 2017). 
Simpson in sod. (2018) so ugotovili povezavo med izvorom probiotičnih bakterij in 
prisotnostjo v mleku. V študijah so namreč v materinem mleku pogosteje našli tiste 
probiotične seve, ki so bili primarno izolirani iz materinega mleka. Prenos in ohranitev 
teh sevov v mlečni žlezi pa lahko razlagamo z naravno prilagojenostjo izbranih sevov 
na okolje mlečne žleze. Tak primer sta seva L. fermentum CECT5716 ter L. salivarius 
CECT5713, ki so jih detektirali v dveh študijah: Arroyo in sod. (2010) ter Hurtado in 
sod. (2017). Mastromarino in sod. (2015) so v kolostrumu in zrelem mleku mater, ki so 
med nosečnostjo in dojenjem uživale pripravek VSL#3 z liofilizirano mešanico sevov 
(L. acidophilus DSM 24735, L. plantarum DSM 24730, L. paracasei DSM 24733, L. 
delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 24734, B. longum DSM 24736, B. breve DSM 
24732, B. infantis DSM 24737, Streptococcus thermophilus DSM 24731), ugotovili 
zgolj višji delež laktobacilov in bifidobakterij. V študiji PiP (angl. Probiotic in 
Pregnancy) na Novi Zelandiji so primerjali učinkovitost delovanja probiotičnega seva 
L. rhamnosus HN001, če so ga uživale matere med nosečnostjo in nato še otrok 
(Barthow in sod. 2016) ali pa, če so ga uživale samo matere med nosečnostjo (Wickens 
in sod., 2018). Ugotovili so manjšo pojavnost alergij in atopij pri otrocih z dedno 
nagnjenostjo samo v primeru, ko so sev uživale tako matere kot tudi njihovi otroci. V 
študiji, v katero je bilo vključenih 123 prostovoljk, ki so od 36 tedna nosečnosti do 
poroda prejemale probiotičen sev Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), prav tako niso 
našli probiotičnega seva v mleku mater po 7 dneh oziroma 30 dneh dojenja, so ga pa 
našli v črevesni mikrobioti mater in otrok (Lahtinen in sod., 2009). Prav tako so v 
novejši obsežni norveški, randomizirani, dvojno slepi študiji s placebom (n = 252 
mater) ugotovili prisotnost probiotičnih sevov v < 3,5 % vzorcev mleka mater, ki so od 
36 tedna nosečnosti do 3 mesecev po porodu uživale fermentiran mlečni izdelek Biola, 
ki je vseboval probiotične seve LGG, L. acidophilus La5 in B. animalis Bb12 (Simpson 
in sod., 2018). Podobno kot Lahtinen in sod. (2009), so tudi Dotterud in sod. (2015) 
Tušar T. Vpliv prehrane in okoljskih dejavnikov na razvoj mikrobiote materinega mleka in črevesne mikrobiote dojenčka. 
  Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
133 
ugotovili višjo zastopanost vseh treh probiotičnih sevov v materini črevesni mikrobioti 
in LGG v črevesni mikrobioti njihovih otrok. Tudi v obsežni študiji, ki je vključevala 
423 prostovoljk, ki so od 14–16 tedna nosečnosti do 6. meseca po porodu uživale 
probiotični sev Lactobacillus rhamnosus (HN001), seva niso uspeli detektirati v mleku 
udeleženk (Wickens in sod., 2008). V naši pilotni randomizirani študiji je 33 
prostovoljk zadnji mesec nosečnosti uživalo pripravek s sevom Lactobacillus gasseri 
K7 (LK7) v koncentraciji 2 x 109 KE dvakrat dnevno. Sev LK7 je izolat iz blata teden 
dni starega dojenčka, z dokazanimi probiotičnimi lastnostmi (Bogovič-Matijašić in 
Rogelj, 2000). V predhodni študiji na dveh doječih materah, ki sta en teden uživali 
liofoliziran pripravek seva LK7, so ugotovili prisotnost DNA seva LK7 v mleku ene 
matere (Bogovič - Matijašić in sod., 2009) V tej študiji pa v kolostrumu mater, ki so 
uživale LK7 med nosečnostjo, nismo uspeli detektirati višjih koncentracij kopij DNA 
specifičnih za vrsto Lactobacillus gasseri. Prenatalno uživanje probiotičnega pripravka 
s sevom LK7 tudi ni vplivalo na velikost mikrobne populacije laktobacilov, drugih 
MKB in bifidobakterij v kolostrumu ter mleku matere (preglednica 32, priloga E5), smo 
pa zaznali razlike v velikosti mikrobne populacije laktobacilov zraslih na gojišču 
ROGOSA (MW, p = 0,011) in višji delež vzorcev s koncentracijo rodu Lactobacillus 
nad mejo detekcije v skupini mater, ki so med nosečnostjo uživale LK7 (χ2; p = 0,066). 
Tudi uživanje probiotičnih mlečnih in sojinih izdelkov (PMSI), probiotičnih 
prehranskih dopolnil oziroma OTC zdravil ni vplivalo na koncentracijo mikrobne 
populacije laktobacilov in bifidobakterij v kolostrumu in mleku (preglednica 29 in 30). 
Ugotovili pa smo, da je uživanje probiotičnega seva pri materah, povišalo delež rodu 
Bifidobacterium v blatu otrok (B = – 0,466; p = 0,002) (preglednica 42). Vpliv uživanja 
probiotičnih laktobacilov (LGG) na bifidogeno mikrobioto otrok so objavili že Lahtinen 
in sod. (2009), ko so ugotovili, da dodatek probiotičnega seva LGG spodbudi razvoj 
zdrave bifidogene mikrobiote pri otrocih z nagnjenostjo k atopijam in 
preobčutljivostnim reakcijam (dvig koncentracije vrst B. longum in B. breve, ter padec 
koncentracije vrste B. adolescentis). LGG so našli v 66,7 % (placebo 11,8 %) vzorcev 
fekalne mikrobiote mater ob porodu, v 12,7 % vzorcev blata otrok po 3 mesecih, vendar 
seva LGG niso uspeli detektirati v vzorcih mleka po enem tednu ali mesecu laktacije. 
Rezultati, ki smo jih dobili s pomočjo linearne regresijske analize povezujejo uživanje 
LK7 z nižjim deležem enterobakterij v zrelem mleku (M30, M90). Matere, ki so bile 
vključene v pilotno študijo in uživale LK7 v zadnjem mesecu nosečnosti, so imele v 
vzorcih mleka M30 nižjo koncentracijo enterobakterij (exp (B) = 0,181; p = 0,003) v 
primerjavi z netretiranimi materami. Prav tako smo ugotovili negativno povezavo med 
koncentracijo mikrobne populacijo enterobakterij v mleku mater in pogostostjo uživanja 
PMSI v kolostrumu (rs = – 0,395; p = 0,007) in mleku (M90, rs = – 0,278; p = 0,025). 
Ugotovili pa smo tudi negativno povezavo med koncentracijo enterobakterij in 
uživanjem probiotičnih izdelkov s sevoma La5 in Bb12 (rs =–0,295, p=0,049). 
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Enterobakterije so pomembne za začetni razvoj črevesne mikrobiote novorojenčka, saj 
dobro rastejo in se razmnožujejo v prisotnosti kisika in vzpostavijo anaerobno okolje za, 
primerno za striktne anaerobe kot so vrste rodov Bifidobacterium, Clostridium in 
Bacteroides (Arrieta in sod., 2014). Kasneje pa povišane koncentracije vrst iz družine 
Enterobacteriaceae v črevesni mikrobioti povezujejo z vnetnimi dejavniki in patogenezo 
KVČB (ulcerativnega kolitisa, Chronove bolezni,…) (Garrett in sod., 2010). 
Enterobakterije se namnožijo ob odsotnosti, pomanjkanju anaerobnih bakterij pri 
nedonošenčkih, o višjih koncentracijah pa poročajo tudi pri otrocih hranjenih z mlečno 
formulo (Milani in sod., 2017).  
5.3  VPLIV DEJAVNIKOV MATERE IN OKOLJA NA SESTAVO ČREVESNE 
MIKROBIOTE OTROKA 
5.3.1 Način poroda in črevesna mikrobiota otroka 
Zadnje desetletje raziskav je potrdilo hipoteze, da se zametki črevesne mikrobiote 
otroka oblikujejo že v maternici. Vzorci prvega blata – mekonija, ki se običajno izločijo 
v prvih 24–48 h po rojstvu, odsevajo predvsem otrokovo mikrobioto pred porodom in 
so glede na čas izločka bolj ali manj odvisni od načina poroda ali načina prehrane 
otroka takoj po rojstvu (Nagpal in sod., 2016). Raziskave mekonija, ki so ga otroci 
izločili izključno v prvih dveh urah po porodu (ne glede na način poroda), so pokazale, 
da so v 80 % vzorcev mekonija prisotne fakultativno anaerobne bakterije rodu 
Enterococcus (E. faecalis), Staphylococcus in E. coli ter vrste rodu Enterobacter 
(Jiménez in sod., 2008a). V mekoniju odvzetem do 48h po porodu pa so detektirali še 
druge rodove značilne za začetno črevesno mikrobioto otroka, predvsem obligatno 
anerobne vrste rodov Bacteroides, Clostridium, Bifidobacterium in fakultativno 
anaerobne vrste družine Enterobacteriaceae ter rodov Streptococcus in Lactobacillus 
(Nagpal in sod., 2016). Odvzem mekonija v naši študiji je potekal v podobnem 
časovnem okviru kot v raziskavi Nagpal, vendar nimamo podatkov o času izločka. V 
vzorcih mekonija smo z metodo qPCR z univerzalnim OZ za bakterije (Eub 338r – Eub 
518r) določali samo velikost mikrobne populacije vseh bakterij. Mediana koncentracij 
kopij odseka 16S rDNA specifičnega za vse bakterije je bila 8,94 log kopij DNA/g 
mekonija, kar so višje vrednosti, kot jih navajajo Nagpal in sod. (2016), ki so znašale 
(6,8 +/- 2,0) log kopije/g mekonija. Nagpal in sod. (2016) so bakterijsko DNA pa so 
detektirali v 88,2 % vzorcev mekonija mater s carskim rezom in pri 96,3 % vzorcev 
mekonija vaginalno rojenih otrok, v naši študiji pa smo postavili mejo detekcije višje, 
zato smo ugotovili prisotnost bakterijske DNA samo v tretjini vzorcev mekonija. 
Nagpal in sod. (2016), prav tako kot v naši študiji (MW, p = 0,433), niso ugotovili 
razlik v koncentraciji vseh bakterij (kopij DNA/g) v vzorcih mekonija pri otrocih 
vaginalno rojenih otrok in tistih rojenih s CR (priloga H2). Vpliv različnih dejavnikov 
Tušar T. Vpliv prehrane in okoljskih dejavnikov na razvoj mikrobiote materinega mleka in črevesne mikrobiote dojenčka. 
  Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
135 
na razvoj sestave mikrobiote blata je podrobneje opisan v članku, ki so ga objavili 
Obermajer in sod. (2017). Ugotovili so, da je mikrobna populacija vrst rodu 
Enterococcus povezana z bolnišničnim okoljem v katerega se otrok rodi in dodatkom 
mlečne formule, vrsta E. faecalis pa z načinom poroda. Pri otrocih z nizko telesno maso 
so ugotovili višji delež Bacteroides- Prevotella, kar bi lahko kazalo na zaščitno funkcijo 
te skupine. V naši raziskavi smo želeli ovrednotiti tudi vpliv sestave mikrobiote 
materinega kolostruma in mleka, ter načina prehrane (izključno/delno dojenje) na 
črevesno mikrobioto otroka. Obermajer in sod. (2017) so vzorce blata uvrstili v 
razvojne faze na podlagi prevladujočih bakterij v vzorcih blata (B3) in ugotovili, da so 
bile v vzorcih blata, odvzetem v prvih dneh po porodu, prevladujoče vrste razreda 
Bacilli, še posebej v vzorcih blata otrok rojenih s CR (preglednica 38). Kar glede na 
poznane razvojne faze kaže na kasnejši prehod iz faze pretežno po Gramu negativnih 
bakterij v bifidogeno mikrobioto. Raziskave so pokazale, da kljub odsotnosti inokuluma 
materine črevesne in vaginalne mikrobiote pri otrocih, rojenih s CR, poteka razvoj 
črevesne mikrobiote po podobni poti, vendar poteka počasneje (Huurre in sod. 2008; 
Dominguez-Bello in sod., 2010; Mueller in sod., 2014; Dogra in sod., 2015). Počasnejšo 
kolonizacijo z enterobakterijami in vrstami rodu Bacteroides, nižji delež po Gramu-
pozitivnih bakterij (stafilokoki, enterokoki, bifidobakterije, klostridiji) v vzorcih B3 
lahko vsaj delno pripišemo boljši higieni v zahodnem svetu. Skupina Bacilli, ki je bila v 
vzorcih blata B3 najmočneje zastopana, je prevladovala tudi v vzorcih kolostruma in 
mleka mater, ki so dojile (preglednica 37).  
Otrok med vaginalnim porodom pride v stik z materinimi vaginalnimi in črevesnimi 
bakterijami, zato so v začetni mikrobioti otrok pogosteje prisotne vrste rodov 
Bacteroides, Bifidobacterium, Parabacteroides, Escherichia/Shigella, Enterococcus in 
predstavniki vaginalne mikrobiote, vrste rodov Lactobacillus, Prevotella, Sneathia, 
Atopobium. Z vertikalnim prenosom naj bi se po nekaterih podatkih preneslo od matere 
na otroka kar 72 % vrst (Bäckhed in sod., 2015; Azad in sod., 2013; Dominguez-Bello 
in sod., 2010). Med materami in novorojenčki, rojenimi s CR, pa se je ujemalo manj kot 
polovica (41 %) bakterijskih vrst, blato otrok pa je redkeje vsebovalo vrste rodu 
Bacteroides (Bäckhed in sod., 2015), kar se ujema z rezultati naše raziskave. Vzorci 
blata B3 vaginalno rojenih otrok so vsebovali za eno log enoto višje skupno število vseh 
bakterij kot v vzorcih B3 otrok, rojenih s CR in višje koncentracije predstavnikov 
skupine Bacteroides-Prevotella (B3-MW, p = 0,048), družine Enterobacteriaceae (B3-
MW, p = 0,072) in skupine Clostridium XIV (MW, p=0,040), ki so značilni 
predstavniki črevesnih in vaginalnih bakterij. Višja koncentracija vrst skupine 
Bacteroides-Prevotella (MW, p = 0,041), se je ohranila tudi v fekalni mikrobioti 
vaginalno rojenih otrok starih en mesec. Trend se je nadaljeval tudi v blatu po 90 dneh, 
vendar razlika ni bila več statistično značilna (MW, p = 0,059). Prav tako se je ohranila 
višja zastopanost predstavnikov družine Enterobacteriaceae (MW, p=0,042) v fekalni 
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mikrobioti vaginalno rojenih otrok starih 3 mesece. Glede na literaturne podatke smo v 
mekoniju in blatu vaginalno rojenih otrok pričakovali tudi višje koncentracije tarčnih 
kopij DNA rodu Lactobacillus, kot v blatu otrok rojenih s CR, saj so laktobacili tipični 
predstavniki vaginalne mikrobiote žensk (Freitas in sod., 2017). Višjo koncentracijo 
(kopije DNA/g) vrst rodu Lactobacillus so na primer Nagpal in sod. (2016) ugotovili že 
v mekoniju vaginalno rojenih otrok, v primerjavi z otroki rojenimi s CR. V naši študiji 
nismo ugotovili statistično značilnih razlik v koncentraciji vrst rodu Lactobacillus v 
blatu (B3, B30 in B90) med otroki rojenimi vaginalno in s CR. Vzorci blata B30 in B90 
otrok rojenih s CR, pa so vsebovali višje koncentracije vrst rodu Enterococcus in vrste 
E. faecalis. Prisotnost rodu Enterococcus in vrste E. faecalis so ugotovili v vzorcih 
mekonija, ne glede na način poroda tudi Jiménez in sod. (2008a) in Nagpal in sod. 
(2016) in bi bili glede na izkazane lastnosti potencialni probiotiki (Al Atya in sod., 
2015). Glede na to, da so enterokoki prisotni že v mekoniju, bi bilo možno, da je 
Enterococcus faecalis vrsta, s katero pride otrok v stik že v maternici, kasnejša 
odsotnost inokuluma črevesnih in vaginalnih bakterij med porodom s CR pa vpliva na 
razliko v koncentraciji, ki smo jo ugotovili. Drugi možen vpliv na sestavo mikrobiote 
otrok rojenih s CR, pa je preko načina prehrane otroka, čeprav nismo ugotovili 
neposrednega vpliva načina poroda na mikrobioto kolostruma in mleka, kot v nedavni 
raziskavi Khodayar-Pardo in sod. (2014). Kljub temu, da so matere vsaj delno dojile 
svoje otroke, je naša raziskava pokazala povezavo med načinom poroda in načinom 
hranjenja otroka (χ2; p = 0,030). Otroci, rojeni s carskim rezom, so bili bolj pogosto 
dohranjevani z mlečno formulo (48,1 %), kot vaginalno rojeni otroci (23,1 %). Splošno 
znano med zdravstvenim osebjem je dejstvo, da se dojenje pri ženskah s CR vzpostavi 
počasneje, po podatkih italijanske študije Zanardo in sod. (2010) se po CR vzpostavi 
šele po 10 urah (10.4 ± 9) h, po vaginalnem porodu pa že v prvih urah po porodu (3.1 ± 
5) h. Iz literature je znano, da dodatek mlečne formule vpliva na višjo zastopanost vrst 
E. coli, Clostridium difficile in vrst rodov Enterococcus, Enterobacter, Citrobacter v 
črevesni mikrobioti otroka (Penders in sod., 2005; Bäckhed in sod., 2015). Poleg tega so 
imele matere delno dojenih otrok v kolostrumu višje koncentracije vrst rodu 
Enterococcus, kar je lahko vplivalo tudi na višje število predstavnikov rodu 
Enterococcus in vrste E. faecalis v vzorcih blata B30 in B90, vendar bi ta povezava 
veljala samo v primeru, da bi bil dnevni dodatek mlečne formule količinsko majhen in 
bi prevladovalo dojenje. Na žalost od udeleženk nismo pridobili podatkov o količini 
dodatka, saj se dnevni vnos bakterij preko mleka sorazmerno zmanjšuje s količino 
dodatka mlečne formule. 
5.3.2 Vpliv načina prehrane otroka na črevesno mikrobioto 
V prvih mesecih po rojstvu vpliva na pestrost in sestavo črevesne mikrobiote dojenih 
otrok poleg sestavin mleka tudi mikrobiota kolostruma in mleka. Med dojenjem je otrok 
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v stalnem stiku z mikrobioto materine kože in mleka ter sestavinami mleka, ki 
spodbujajo in usmerjajo razvoj otrokove črevesne mikrobiote. V začetni fazi razvoja 
črevesne mikrobiote novorojenčka prevladujejo predstavniki rodov Enterococcus, 
Escherichia/Shigella, Streptococcus in Rothia, ki se dobro znajdejo v prisotnosti kisika. 
Backhed in sod. (2015) pa so ugotovili, da so glavni naseljevalci črevesne mikrobiote 4-
mesečnega otroka vrste rodov Bifidobacterium, Lactobacillus, Collinsella, 
Granulicatella in Veillonella, ki so pomembni rodovi mikrobiote mleka. Na sestavo 
mikrobiote prvega blata (mekonija) ki se izloči 24–48 h po rojstvu, naj kolostrum še ne 
bi imel vpliva (Nagpal in sod., 2016), kar so potrdili tudi naši rezultati (v prilogi I1). 
Blato odvzeto po 3–5 dneh že naseljuje večja in pestrejša mikrobna populacija v kateri 
prevladujejo predstavniki razreda Bacilli (stafilokoki in MKB), ki so glavna bakterijska 
skupina tudi v kolostrumu. Vzorci B3 so po bakterijski sestavi podobni tako vzorcem 
mleka kot vzorcem B30, kar se vidi iz razsevnega diagrama na sliki 28b, analiza glavnih 
komponent pa je pokazala, da se omenjeni vzorci razlikujejo glede na skupno število 
bakterij in delež bifidobakterij (slika 28a). Mediana skupnega števila kopij 16S rDNA 
vseh bakterij v vzorcih B30 je bila 1,11 × 1012 kopij/g, v vzorcih mleka (M30) pa 3,15 × 
107 kopij/ml. Tako kot v nekaterih objavljenih raziskavah (Grönlund in sod., 2007), tudi 
v naši raziskavi nismo ugotovili statistično značilnih povezav med velikostjo mikrobne 
populacije rodu Bifidobacterium v mleku in blatu otroka. V študijah so namreč, ne glede 
na način hranjenja, v blatu otrok odkrili predstavnike bifidobakterij vrst B. longum, B. 
pseudo-catenulatum, medtem ko naj bi bila vrsta B. breve specifična za mikrobioto 
dojenih otrok (Martín in sod., 2008; Korpela in sod., 2018). Ugotovili smo, da je bil v 
začetni fazi delež vzorcev, s koncentracijo bifidobakterij nad mejo detekcije, enak pri 
vzorcih kolostruma (53,3 %) kot pri vzorcih začetnega blata B3 (57,1 %), pa postanejo 
bifidobakterije prevladujoča mikrobna skupina v 57,9 % vzorcev blata po 30-ih dneh 
(B30) in v 64,8 % vzorcev po 90-ih dneh (B90), medtem ko v mleku niso prevladujoče 
(preglednica 39). Rezultat je pričakovan, saj sestavine mleka, predvsem oligosaharidi 
humanega mleka spodbujajo rast in kolonizacijo bifidobakterij v črevesu (Duranti in 
sod., 2017), mikrobiota mleka pa naj bi prispevala h kolonizaciji bifidobakterij tako v 
mlečni žlezi kot v črevesni mikrobioti otroka (Kirmiz in sod., 2018). V študiji so bili vsi 
otroci dojeni, vendar nekateri z dohranjevani z mlečno formulo in mogoče prav zato v 
blatu nismo ugotovili večjih razlik v velikosti mikrobne populacije bifidobakterij. Po 
drugi strani so raziskovalci ugotovili, da v blatu otrok, hranjenih z mlekom (ne glede na 
način prehrane) postanejo bifiobakterije v določeni fazi razvoja črevesne mikrobiote 
prevladujoč rod. Dogra in sod. (2015) so v preglednem članku predlagali, da obstajajo v 
posameznih fazah zorenja črevesne mikrobiote prevladujoče bakterijske skupine, ki 
sledijo zaporedju razvoja do stabilne mikrobiote (1–3 let) (slika 3). Primerjali smo 
prevladujoče skupine v vzorcih blata glede na način hranjenja in ugotovili, da je 
približno polovica otrok, ne glede na način hranjenja (izključno/delno dojenje), razvila 
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pretežno bifidogeno mikrobioto v prvih 30 dneh (preglednica 41). Pri 6 izključno 
dojenih otrocih (15,8 %), pa smo ugotovili že prevladujoče anaerobne bakterije 
(Bacteroides- Prevotela in Clostridium IV, XIV), čeprav naj bi se faza bifidogene 
mikrobiote pri izključno dojenih otrocih podaljšala in naj bi se zaključila šele z 
odstavitvijo in prehodom na trdno prehrano (Dogra in sod., 2015). Izključno dojeni 
otroci, s povprečno telesno maso 4,5 kg pri 1 mesecu starosti, zaužijejo približno 800 ml 
mleka na dan (160–180 ml/kg telesne mase) (Fidler - Mis, 2010); torej zaužijejo z 
mlekom dnevno okoli 1010 komenzalnih bakterij. Podatki iz literature predvidevajo, da 
prehaja oralna mikrobiota novorojenca in kožna mikrobiota matere v mlečne vode preko 
povratnega refluksa in na tak način vpliva na sestavo mikrobiote mleka (Ramsay in 
sod., 2004). Med pripravo dodatka mlečne formule in med hranjenjem po steklenički pa 
pride otrok v stik z bakterijami iz okolja in hkrati prejme manjšo količino bakterij, ki so 
značilne za materino mleko. Torej ni presenetljivo, da v prvih mesecih sestava črevesne 
mikrobiote izključno dojenih otrok odseva bakterijsko sestavo materinega kolostruma in 
mleka. V blatu izključno dojenih otrok od enega meseca dalje smo ugotovili trend višje 
mikrobne populacijo stafilokokov in vrste S. epidermidis, razlika pa postane statistično 
značilna šele v blatu po 90 dneh (MW, p = 0,019). Stafilokoki so poleg streptokokov 
prevladujoč rod v mikrobni populaciji kolostruma in mleka, kar lahko vidimo tudi na 
slikah 12, 13, 14. Višjo koncentracijo vrste S. epidermidis so ugotovili tudi Jiménez in 
sod. (2008c) v fekalni mikrobioti dojenih otrok, v primerjavi z otroki hranjenimi z 
mlečno formulo. Rodrı́guez (2014) ugotavlja, da stafilokoki niso naključno prisotni in 
so povezani z razvojem mikrobiote mlečne žleze. To razlaga z afiniteto pritrditve 
stafilokokov v katetrih in aparaturah v zdravstvu ter povezuje z naseljevanjem S. 
epidermidis v mlečnih vodih dojke med nosečnostjo in dojenjem, ter značilnostjo rodu 
stafilokokov učinkovitega metabolizma laktoze, galaktoze in oligosaharidov, prisotnih v 
humanem mleku. Jiménez in sod. (2008c) pa so ugotovili nižje število izolatov vrste E. 
faecalis pri dojenih otrocih. Tudi Penders in sod. (2005) in Bäckhed in sod. (2015) so 
ugotavljali, da so imeli otroci, ki so bili v prvih 4 mesecih hranjeni izključno z mlečno 
formulo, pestrejšo mikrobioto in višjo koncentracijo vrst E. coli, Clostridium difficile in 
vrst rodov Enterococcus, Enterobacter, Citrobacter. V naši študiji smo ugotovili višjo 
koncentracijo mikrobne populacije rodu Enterococcus (MW, p = 0,006) in vrste E. 
faecalis (MW, p = 0,015) v vzorcih blata po 30 in po 90 dneh (Enterococcus – MW, 
p = 0,001 ter E. faecalis – MW, p = 0,020) pri otrocih dohranjevanih z mlečno formulo, 
v primerjavi z izključno dojenimi. Poleg tega smo v vzorcih blata B90 otrok 
dohranjevanih z mlečno formulo ugotovili tudi višji delež vrst družine 
Enterobacteriaceae (MW, p = 0,033) in skupine Clostridium XIV (MW, p = 0,005) 
(preglednica 41). Primerjava črevesne mikrobiote izključno dojenih otrok in otrok 
dohranjevanih z mlečno formulo, ki so jo opravili Li in sod. (2017), pa je pokazala višjo 
zastopanost vrst družine Corynebacteriaceae, Lactobacillaceae and Rhodobacteraceae v 
Tušar T. Vpliv prehrane in okoljskih dejavnikov na razvoj mikrobiote materinega mleka in črevesne mikrobiote dojenčka. 
  Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
139 
črevesni mikrobioti izključno dojenih otrok. Sklepamo lahko, da že dodatek mlečne 
formule v prehrani otroka vpliva na sestavo in usmerja začetni razvoj črevesne 
mikrobiote do uvajanja trdne hrane v prehrano otroka.  
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6   SKLEPI 
Potrdili smo prvo zastavljeno hipotezo, da uživanje probiotičnih bakterij in način 
prehrane matere (vegetarijanski/mešani tip prehrane) med nosečnostjo in dojenjem, 
vplivata na sestavo mikrobiote kolostruma in zrelega materinega mleka. Ugotovili smo: 
– Uživanje mesa (MW, p = 0,049) oziroma rib, ribjih izdelkov in morskih sadežev 
(MW, p = 0,042) v materini prehrani v času dojenja vpliva na višjo koncentracijo 
stafilokokov in vrste S. epidermidis v materinem mleku. 
– Matere, ki so zadostile priporočenemu dnevnemu vnosu DHK (> 200 mg DHK/dan), 
so imele v vzorcih kolostruma višjo koncentracijo bakterij iz skupine Bacteroides-
Prevotella (MW, p = 0,012) in Clostridium IV (MW, p = 0,016). 
– Višji vnos DHK s prehrano in prehranskimi dopolnili, zviša vsebnost DHK (v ut. %) v 
mleku (MW, p < 0,001) in poveča mikrobno populacijo bifidobakterij tako v 
kolostrumu (MW, p= 0,022), kot v mleku M90 (MW, p = 0,017), ter vrste S. 
epidermidis v kolostrumu (MW, p= 0,019). 
– Matere pilotne študije, ki so zadnji mesec nosečnosti uživale probiotični sev 
Lactobacillus gasseri K7 (LK7), so imele v vzorcih kolostruma višje število bakterij 
(KE/ml), ki so izrasle na selektivnem gojišču za laktobacile (MW, p = 0,001), v 
vzorcih mleka (M30) in neznačilno nižji delež predstavnikov družine 
Enterobacteriaceae.  
– Matere, ki so uživale probiotične mlečne in sojine izdelke (PMSI) so imele v 
kolostrumu statistično značilno (rs = – 0,395; p = 0,007) nižje število kopij značilnih 
za enterobakterije. Delež enterobakterij pa je bil nižji tudi pri materah, ki so uživale 
izdelke s sevoma La5 in Bb12 (rs = – 0,295; p = 0,049). 
 
Potrdili smo drugo zastavljeno hipotezo, da indeks telesne mase (ITM) in prirast telesne 
mase med nosečnostjo, vplivata na sestavo mikrobiote kolostruma in zrelega materinega 
mleka. Ugotovili smo: 
– Matere z normalno telesno maso pred zanositvijo so imele v vzorcih kolostruma nižjo 
koncentracijo vrst iz skupine Bacteroides-Prevotella (χ2, p = 0,047) in višje število 
kopij tarčne 16S rDNA/ml za predstavnike skupine Bacteroides-Prevotella (MW, 
p = 0,047) in stafilokokov (MW, p = 0,010) v zrelem mleku. 
– Matere, ki so med nosečnostjo pridobile več mase od priporočene, so imele v 
kolostrumu večjo mikrobno populacijo vrst iz skupine Bacteroides-Prevotella (MW, 
p = 0,034) in večjo mikrobno populacijo enterobakterij (MW, p = 0,039), v primerjavi 
z materami, ki niso presegle priporočenih vrednosti. 
 
Tretjo zastavljeno hipotezo, da način poroda in način prehrane otroka ter sestava 
mikrobiote materinega kolostruma in mleka vplivajo na mikrobioto blata otroka, smo 
potrdili delno. Ugotovili smo: 
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– Otroci rojeni s carskim rezom, so pogosteje hranjeni z mlečno formulo (χ2, p = 0,030) 
in imajo nižjo koncentracijo vrst skupine Bacteroides-Prevotella v B3 (MW, 
p = 0,048) in B30 (MW, p = 0,041), v primerjavi z otroki rojenimi vaginalno. Fekalna 
mikrobiota pri enomesečnih otrocih, rojenih s CR, vsebuje tudi večjo mikrobno 
populacijo enterokokov (MW, p = 0,01) in vrste E. faecalis (MW, p = 0,008). 
Statistično značilne razlike v številu kopij tarčne DNA za enterokoke in vrsto E. 
faecalis glede na način poroda pa se ohranijo tudi v blatu trimesečnih otrok (B90). 
– Pri izključno dojenih otrocih smo v blatu (B30 in B90) ugotovili višjo mikrobno 
populacijo stafilokokov, predvsem vrste S. epidermidis (MW, p = 0,001), medtem ko 
imajo otroci, dohranjevani z mlečno formulo, višjo koncentracijo enterokokov (MW, p 
= 0,006) in vrste E. faecalis (MW, p = 0,014), enterobakterij (MW, p = 0,033) in 
skupine Clostridium XIV (MW, p = 0,005). 
– Vpliva mikrobiote kolostruma na sestavo mikrobiote blata po 3 dneh nismo potrdili. 
Med velikostjo mikrobnih populacij bifidobakterij v mleku in blatu otroka ni bilo 
statistično značilnih povezav. Večji vpliv sestave mikrobiote mleka na sestavo 
mikrobiote blata pa je opazen pri vzorcih 30 dni po porodu. Otrocih, ki so uživali 
mleko z višjo koncentracijo vrste S. epidermidis, so imeli v blatu višje koncentracije 
vrste S. epidermidis (rs = 0,403; p = 0,005). 
 
Potrdili smo, da se sestava mikrobiote kolostruma, mekonija in blata dojenčka 
razlikujejo. 
– V kolostrumu so prevladovale vrste rodov Staphylococcus in Streptococcus, v vzorcih 
B3 pa vrste rodu Enterococcus. Metoda glavnih komponent je pokazala, da se vzorci 
blata ločijo od vzorcev kolostruma in mekonija po višjem številu vseh bakterij in 
višjem deležu bifidobakterij. Delež bifidobakterij je v mleku stabilen, v fekalni 
mikrobioti pa narašča z razvojem črevesne mikrobiote otroka.  
 
Iz dobljenih rezultatov ne moremo zagotovo trditi, da uživanje probiotičnih izdelkov 
vpliva na delež mlečnokislinskih bakterij in bifidobakterij v materinem mleku. Potrdili 
pa smo vpliv uživanja probiotičnih bakterij matere in otroka na velikost mikrobnih 
populacij MKB in bifidobakterij v fekalni mikrobioti otroka.  
– Otroci mater, ki so uživale LK7 v času nosečnosti pa so imeli v vzorcih blata, 
odvzetega v prvih dneh po porodu, višje število bifidobakterij (B = 0,385; p = 0,007). 
Matere pilotne študije, ki so zadnji mesec nosečnosti uživale probiotični sev 
Lactobacillus gasseri K7 (LK7), so imele v vzorcih kolostruma višje število bakterij 
(KE/ml), ki so izrasle na selektivnem gojišču za laktobacile (MW, p = 0,001).  
– Matere, ki so uživale PMSI so imele višjo koncentracijo vrst rodu Streptococcus v 
mleku (M30) (B = 0,358; p = 0,015). 
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7    POVZETEK (SUMMARY) 
7.1 POVZETEK 
Materino mleko je v prvih 6 mesecih popolna prehrana za dojenčka, saj poleg hranil in 
imunskih celic vsebuje tudi bifidogene dejavnike ter lastno mikrobioto, ki predstavlja 
vir otrokove črevesne mikrobiote. Podatke za proučevanje vpliva prehrane in različnih 
dejavnikov matere na mikrobioto materinega mleka in črevesno mikrobioto dojenčka 
smo pridobili v triletni prospektivni študiji »Vloga humanega mleka v razvoju črevesne 
mikrobiote dojenčka« (J4-3606), ki jo je zaključilo 162 udeleženk in njihovih otrok. 
Študija »Moje mleko« je do sedaj največja klinična raziskava narejena na slovenskih 
materah v času nosečnosti in dojenja ter na njihovih otrocih, ki se je ukvarjala z 
mikrobioto materinega mleka v povezavi s črevesno mikrobioto otroka. V študiji smo 
zbrali številne podatke o prehrani in zdravju prostovoljk, telesni masi pred in med 
nosečnostjo ter načinu poroda. Matere so med nosečnostjo in kasneje med dojenjem 
izpolnile dva frekvenčna vprašalnika (VPŽ-R in VPŽ-P). Iz prvega smo pridobili 
podatke o prehrani matere in uživanju rib, ribjih izdelkov in morskih sadežev (RRIMS) 
ter vnosu DHK (dokozaheksaenojska kislina) s prehranskimi dopolnili (priloga A1), iz 
drugega pa podatke o pogostosti uživanja probiotičnih prehranskih dopolnil oz. zdravil 
(PPD) in probiotičnih živil (PMSI) (priloga A2). Od vsakega para mati-otrok smo zbrali 
naslednje biološke vzorce: mekonij (B0) novorojenčka, blato po 3 dneh (B3), blato po 
30 dneh (B30) in blato po 90 dneh (B90) ter kolostrum (M0) matere, zrelo mleko po 30 
dneh (M30) in po 90 dneh (M90). Pri mikrobiološki analizi bioloških vzorcev smo 
uporabili tri različne pristope: določanje števila živih bakterij na hranljivih podlogah, 
kvantifikacijo števila kopij tarčnega gena za 16S rRNA za izbrane bakterijske skupine, 
ter masovno sekvenciranje pomnožkov 16S rDNA (samo vzorci kolostruma in mleka). 
Doktorsko nalogo smo razdelili na dva sklopa. Najprej smo skušali ugotoviti v kolikšni 
meri prehrana in drugi dejavniki matere, vplivajo na sestavo mikrobiote mleka, ki je 
kompleksno in s stališča prehrane še dokaj neraziskano vprašanje. V drugi fazi pa smo 
želeli ovrednotiti kako sestava mikrobiote materinega kolostruma in mleka ter način 
hranjenja otroka (izključno/delno dojenje) vpliva na črevesno mikrobiota otroka. 
Matere večinoma niso spreminjale svojih prehranskih navad med nosečnostjo in 
dojenjem. Udeleženke v študiji so bile pred zanositvijo večinoma vsejedke (86,7 %), 
ribe je uživalo (93,3 %) udeleženk, le 3,2 % pa je bilo vegetarijank. Delež vegetarijank 
v študiji »Moje mleko« je primerljiv z deležem vegetarijancev v Sloveniji, vendar ni 
omogočal zanesljive statistične analize podatkov, zato smo združili skupine glede na 
uživanje/ne-uživanje mesa oziroma rib. Prehranske navade uživanja rib, ribjih izdelkov 
in morskih sadežev je na celotnem vzorcu udeleženk študije »Moje mleko« analiziral 
Evgen Benedik v svoji doktorski nalogi (Benedik, 2015). Ugotovili smo, da so imele 
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doječe matere, ki so uživale meso in ribe, ribje izdelke in morske sadeže, višje število 
stafilokokov in vrste S. epidermidis v materinem mleku. Večinoma so matere dosegle 
priporočen dnevni vnos DHK (> 200 mg DHK/dan) z uživanjem RRIMS, le 24,1 % 
udeleženk pa je med dojenjem uživalo prehranska dopolnila. Matere, ki so zadostile 
priporočenemu dnevnemu vnosu DHK (> 200 mg DHK/dan), so imele v vzorcih 
kolostruma višjo mikrobno koncentracijo bakterij iz skupine Bacteroides-Prevotella 
(MW, p = 0,012) in Clostridium IV (MW, p = 0,016). Višji vnos DHK matere s 
prehrano in prehranskimi dopolnili, je zvišal tudi vsebnost DHK (v ut. %) v mleku 
(MW, p < 0,001) in število bifidobakterij tako v kolostrumu (MW, p= 0,022), kot v 
mleku M90 (MW, p = 0,017), znižal pa vsebnost L. gasseri (B = 0,386, p = 0,035). 
Uživanje probiotičnih izdelkov s sevi vrst rodu Lactobacillus, ki so jih uživale matere 
med nosečnostjo, pa ni povečalo velikosti mikrobne populacije laktobacilov v 
materinem mleku ali črevesni mikrobioti otroka.  
Ugotovili smo, da je uživanje probiotičnih mlečnih in sojinih izdelkov (B = – 0,295, 
p = 0,058 ) in seva LK7 (Lactobacillus gasseri sev LK7) (B = 0,181, p = 0,003), ki ga je 
v času nosečnosti uživala skupina udeleženk v pilotni študiji, negativno vplivalo na 
velikost mikrobne populacije enterobakterij v kolostrumu in mleku. Otroci mater, ki so 
uživale LK7, pa so imeli v vzorcih blata odvzetega v prvih dneh po porodu, višje število 
bifidobakterij (B = 0,385, p = 0,007). Pri otroci, ki so prejemali probiotična prehranska 
dopolnila (PDDO) smo v vzorcih blata odvzetega po 30 in 90 dneh ugotovili večjo 
mikrobno populacijo vrst rodu Enterococcus (B = – 0,290; p = 0,043) in vrste E. 
faecalis (B = – 0,289, p = 0,048). Matere z normalno telesno maso pred zanositvijo 
(ITM < 25) so tudi v nosečnosti pridobile telesno maso priporočeno ali nižjo telesno 
maso od priporočene (MW; p = 0,001) in so imele manjšo mikrobno populacijo skupine 
Bacteroides-Prevotella v kolostrumu in zrelem mleku ter večjo mikrobno populacijo 
stafilokokov (MW, p = 0,010) v zrelem mleku. Matere z višjim prirastom telesne mase 
od priporočenih pa so imele v vzorcih kolostruma višjo koncentracijo enterobakterij 
(MW, p = 0,039). Da bi povezali različne dejavnike matere in okolja med seboj smo 
postavili multipli linearni regresijski model in ugotovili, da imajo dejavniki (ITM 
matere pred zanositvijo in prirast telesne mase med nosečnostjo, uživanje probiotičnih 
bakterij, DHK v prehrani matere ter način prehrane otroka) večji vpliv na mikrobioto 
kolostruma kot zrelega mleka.  
V začetni sestavi črevesne mikrobiote in materinem mleku prevladujejo Bacilli, vendar 
v kolostrumu prevladujeta rodova Staphylococcus in Streptococcus, v vzorcih B3 pa je 
prevladujejo vrste rodu Enterococcus. Otroci rojeni s carskim rezom, so pogosteje 
hranjeni z mlečno formulo in imajo v blatu po 90 dneh še vedno višjo mikrobno 
populacijo enterokokov in E. faecalis, ter enterobakterij in Clostridium XIV. Otroci 
rojeni vaginalno pa imajo v blatu B3 višjo mikrobno populacijo Bacteroides-Prevotella 
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(MW, p = 0,048), razlika pa se ohrani do tretjega meseca starosti (B30 - MW, p = 
0,041; B90 – MW, p = 0,059). Tako pri izključno dojenih otrocih kot delno dojenih 
otrocih se do tretjega meseca starosti povečuje mikrobna populacija bifidobakterij, ki 
postanejo prevladujoča skupina v 71 % vzorcev blata izključno dojenih in 56,5 % 
vzorcev delno dojenih otrok. Pri izključno dojenih otrocih, se je število stafilokokov, 
predvsem vrste S. epidermidis v blatu zvišalo, medtem ko so imeli dohranjevani otroci 
(mlečna formula) večjo mikrobno populacijo enterokokov in vrste E. faecalis, 
enterobakterij ter skupine Clostridium XIV (MW, p = 0,005).  
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7.2 SUMMARY 
In the initial 6 months of infant life is human milk valuable source of nutrients and 
continuous source of bifidogenic factors and live commensal bacteria for the healthy 
development of infant gut. Main source of data for doctoral thesis was the prospective 
observational clinical study: »The role of human milk in development of breast fed 
child's intestinal microbiota« on 162 mother/infant pairs. Study »My milk« is the largest 
clinical research performed on Slovenian pregnant and lactating mothers (colostrum and 
milk microbiota) and their children (infant gut microbiota). Two different Food 
Frequency Questionnaires were used frequency to assess habitual intake of 
fish/products/seafood and DHA (Docosahexaenoic acid) supplements (VPŽ-R, Annex 
A1) and intake of milk or soya food products with probiotic strains/probiotic 
supplements (VPŽ-P; Annex A2) during pregnancy and lactation. If possible we took 
biological samples of colostrum (M0), milk 30 days (M30) and 90 days (M90) after 
birth from mother and samples of meconium (B0) and feces from 3 (B3), 30 (B30) and 
90 days (B90) old infants. Among the microbiology techniques were chosen three 
different approaches: culture techniques for detection of viable lactic acid bacteria and 
bifidobacteria, quantitative real‐ time PCR analysis for detection of selected 13 
bacterial groups, genus or species based mostly upon 16S rDNA and Illumina massive 
sequencing of 16S rDNA for screening differences between study participants colostrum 
and milk samples. Doctoral thesis is divided in two segments. Firstly we tried to 
establish how nutrition and environmental factors influence on colostrum and milk 
microbiota. In second part we tried to assess the influence of milk microbiota and type 
of infant diet (exclusively or partially breastfed) on establishment of infant gut 
microbiota. 
Majority of participants did not change type of diet during pregnancy and lactation. 
Prior to conception 86.7 % participants were on omnivorous diet and 93.3% of 
participants ate fish and seafood and only 3.2% of participants were vegetarian. 
Omnivorous study participants who breastfed had a higher proportion of staphylococci 
and S. epidermidis in their breast milk. Overall, the majority of study participants 
achieved their daily recommended DHA intake (> 200 mg DHA/day) through their 
regular diet; only 24.1 % of participants used dietary supplements. Participants who 
achieved their daily DHA intake, had higher levels of Bacteroides-Prevotella (Mann 
Whitney test-MW, p = 0.012) and higher levels of Clostridium IV (MW, p = 0.016) in 
their colostrum microbiota than those who did not achieve their daily DHA intake. 
Higher DHA intake, either with diet or with dietary supplements, also resulted in higher 
levels of DHA (wv. %) in breast milk (MW, p < 0.001), as well as increased levels of 
bifidobacteria content both in the colostrum (MW, p = 0.022) and in mature breast milk 
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(p=0.017). In contrast, higher DHA intake resulted in reduced levels of Lactobacillus 
gasseri (B=0.386, p=0.035).  
No increase of the Lactobacillus strains was seen in either the breast milk microbiota or 
infant feces microbiota for participants who used probiotics containing Lactobacillus 
strains during pregnancy. In contrast, we found in a pilot study that use of milk or soy 
probiotics (B = – 0.295, p = 0.058) or use of probiotics strain LK7 (B = 0.181, 
p = 0.003) during pregnancy, resulted in reduced levels of enterobacteria in both 
colostrum and mature breast milk. If mothers used LK7 probiotics during pregnancy, 
infants had higher levels of fecal bifidobacteria in the first days after birth (B = 0.385, 
p = 0.007). Further, probiotic dietary supplements for infants resulted in increased levels 
of species of genus Enterococcus in E. faecalis in their feces microbiota (B = – 0.289, 
p = 0.048).  
Study participants with normal BMI prior to conception (BMI < 25 kg/m2) remained 
within the normal BMI bracket during pregnancy (MW, p = 0.001) and had lower levels 
Bacteroides-Prevotella both in the colostrum and in mature breast milk than did 
participants with BMI over 25. In contrast, participants with a higher weight gain had 
higher levels of enterobacteria in the colostrum. Using multiple regression, we found 
that specific factors (BMI prior to conception, weight gain during pregnancy, probiotics 
use during pregnancy, intake of omega-3 fatty acids [DHA] and the type of infant 
feeding) have a more significant impact on the colostrum microbiota than on that of 
mature breast milk. 
Although the initial composition of infant feces and human breast milk microbiota are 
dominated largely by Bacilli, the colostrum consists of species of genus Staphylococcus 
in Streptococcus; but in feces is prevail Enterococcus is dominant in feces samples of 3 
days old infants. In infants who are exclusively breastfed, the levels of staphylococci 
(particularly Staphylococcus epidermis B30-MW, p = 0.033; B90- MW, p = 0.001) are 
higher, while infants fed using formula have higher levels of enterococci, species 
Enterococcus faecalis and Clostridium XIV (MW, p = 0.005). Infants born via a C-
section are more likely to be fed using formula and have higher levels of fecal 
enterococci (particularly Enterococcus faecalis and Clostridium XIV) even 90 days. In 
contrast, infants born vaginally, have higher fecal levels of B3 microbiome, including 
Bacteroides-Prevotella (MW, p = 0.048). The difference between the two populations is 
seen until 3 months of age (B30 - MW, p = 0.041; B90 – MW, p = 0.059).  
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PRILOGE 
Priloga A: Dokumentacija v zvezi s potekom raziskave in naborom baze podatkov 
Annex A: Documentation about research process and data collection proceeding 
documentation 
 
Priloga A1: Primer vprašalnika o pogostosti uživanja rib, ribjih izdelkov in morskih sadežev ter ostalih 
prehranskih dopolnil (VPŽ/R). VPŽ/R-A so udeleženke izpolnile med nosečnostjo in VPŽ/R-B med 
dojenjem. 
Annex A1: Sample of Food Frequency Questionaire for fish, fish products and dietary supplements 






















Tušar T. Vpliv prehrane in okoljskih dejavnikov na razvoj mikrobiote materinega mleka in črevesne mikrobiote dojenčka. 
  Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
 
Priloga A2: Primer vprašalnika o pogostosti uživanja probiotičnih živil in prehranskih dopolnil (VPŽ/P). 
VPŽ/P-A so udeleženke izpolnile med nosečnostjo in VPŽ/P-B med dojenjem. 
Annex A2: Sample of Food Frequency Questionaire for consumption of probiotic food and dietary 
supplements (VPŽ/P). VPŽ/P-A – questionnaire during pregnancy; VPŽ/P-B- questionnaire during 
lactating.  
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Priloga B: Statistična analiza mikrobiote kolostruma in materinega mleka 
Annex B: Statistical analysis of colostrum and milk microbiota 
Priloga B1: Pregled parametrov reakcij qPCR (R2, učinkovitost PCR reakcije, spodnja meja detekcije) in število (delež v %) vzorcev (kolostruma (M0) in mleka 
(M30,M90) nad mejo detekcije izbranih bakterijskih skupin  
Annex B1: Parameters of quantitative PCR analysis (R2, qPCR efficiency and limit od detection (LOD) and relative ratio (%) of colostrum and samples milk above 
limit of detection in analysed bacterial groups 
































detekcije n (%) 
Vse bakterije 35 0,997; 96,8 % 10,35  2069,41  45/45 (100 %) 0,999; 98,6 % 9,34 1867,46 68/68 (100 %) 
    0,998; 96,1 % 16,09  3218,33    0,999; 98,3 % 13,23 2646,85   
Bacteroides-Prevotella 33 0,998; 101,1 % 3,54  708,05  28/45 (62,2 %) 0,999; 99,9 % 3,71 741,99 17/68 (25 %) 
   0,998; 101,3 % 3,08  615,01    0,999; 100,0 % 6,00 1200,46   
Bifidobacterium sp. 33 0,997; 89,6 % 4,51  901,89  24 /45 (53,3 %) 0,995; 91,1 % 3193,45 15,97 8/68 (11,8 %) 
    0,994; 89,9 % 4,94  988,27    0,997; 91,3 % 5222,01 26,11   
Bifidobacterium lactis 32 / / / / 0,997; 96,2 % 903,64 4,52 63/68 (92,6 %) 
subsp. lactis           0,998; 96,2 % 909,75 4,55   
Clostridium IV 33 0.996; 99.9% 25,85  5169,05  28/45 (62,2 %) 0,998; 94,7% 17213,65 86,07 19/68 (92,6 %) 
(skupina leptum)   0.994; 99.9% 5,94  1188,26    1,0; 94,2% 8389,84 41,95   
Clostridium XIV 36 1.000; 90.6% 5,87  1173,23  43/45 (95,6 %) 0,999; 90,1 % 905,43 4,53 38/68 (55,9 %) 
(skupina coccoides)   0.992; 90.9% 16,47  5866,13    0,998; 90,1 % 460,53 2,30   
Enterobacteriaceae 35 0.995; 92.2 % 3,50  693,13  45/45 (100 %) 0,995; 92,9 % 2360,79 11,80 37/68 (19,1 %) 
    0.999; 92.1 % 3,40  673,38    0,999; 92,8 % 231,07 1,16   
Staphylococcus sp. 30 0.997; 91.3% 24,90  4977,34  33/45 (73,3 %) 0,999; 91,4 % 1418,23 7,09 40/68 (58,8 %) 
    0.998; 91.1% 10,50  2105,92    0,998; 92,2 % 2359,54 11,80   
S. epidermidis 
30 0.998; 97.0% 3,66  731,00  32/45 (71,1 %) 0,999; 96,9 % 777,66 3,89 44/68 (64,7 %) 
  0.998; 97.0% 5,80  1159,35    0,999; 96,3 % 736,46 3,68   
Streptococcus sp. 30 0,999; 90,1 % 5,54  1108,81  28/45 (62,2 %) 0,999; 90,1 % 938,01 5,01 48/68 (70,6 %) 
    1,00; 89,9 % 5,05  1010,96    0,998; 91,3% 1002,00 4,69   
Enterococcus 36 0,997; 92,9 % 24,00  4800,38  5/45 (11,1 %) 0,999; 91,3 % 1535,66 7,68 24/68 (12,4 %) 
    0,997; 92,9 % 31,09  6218,20    0,999; 91,3 % 588,81 2,94   
Lactobacillus  
35 0,996; 82,3 % 1,46  292,71  18/45 (40 %) 0,999; 81,8 % 268,16 1,34 9/68 (13,2 %) 
  0,996; 82,7 % 0,75  150,40    1,00; 81,7 % 251,31 1,26   
Lactobacillus  32 0,999; 95,3 % 0,37  73,23  31/45 (68,9 %) 0,998; 93,0 % 80,17 0,40 35/68 (51,5 %) 
gasseri   0,998; 94,9 % 0,39  78,19    0,999; 93,1 % 73,71 0,37   
                                                                                                                                                                                                                                                     se nadaljuje ... 
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nadaljevanje Priloge B1: Pregled parametrov reakcij qPCR (R2, učinkovitost PCR reakcije, spodnja meja detekcije) in število (delež v %) vzorcev (kolostruma (M0) 
in mleka (M30,M90) nad mejo detekcije izbranih bakterijskih skupin 



















 n (%) 
Vse bakterije 35 0,998; 97,8 % 8,51 1701,39 65/65 (100 %) 
    0,999; 98,6 % 10,33 2066,24   
Bacteroides-Prevotella 33 0,998; 100,8 % 9,38 1875,72 16/65 (24,6 %) 
    0,999; 100,2 % 5,81 1162,96   
Bifidobacterium sp. 33 0,997; 90,6% 592,08 2,96 33/65 (50,8 %) 
    0,997; 90,6% 666,28 3,33   
Bifidobacterium lactis  32 0,997; 96,5 % 807,57 4,04 53/65 (81,5 %) 
subsp. lactis   0,997; 96,5 % 807,57 4,04   
Clostridium IV 33 0,996; 94,8% 4765,68 23,83 8 (65 (12,3 %) 
(skupina leptum)   0,998; 94,8% 27150,03 135,75   
Clostridium XIV 36 0,998; 90,4 % 805,31 4,03 15/65 (23,1 %) 
(skupina coccoides)   0,998; 91,6 % 1073,95 5,37   
Enterobacteriaceae 35 0,997; 92,9 % 1557,94 7,79 17/65 (26,2 %) 
    0,998; 92,7 % 611,92 3,06   
Staphylococcus sp. 30 0,999, 92,3 % 1917,47 9,59 10/65 (15,4 %) 
    0,999; 92,5 % 2359,54 9,96   
Staphylococcus epidermidis 
30 0,999; 96,8 % 759,77 3,80 25/65 (38,5 %) 
  0,998; 96,1 % 756,15 3,78   
Streptococcus sp. 30 0,998; 91,2 % 1010,91 5,05 18/65 (53,8 %) 
    0,999; 91,2 % 1612,19 8,06   
Enterococcus 36 0,997; 91,3 % 655,67 3,28 32/65 (49,2 %) 
    0,999; 91,3 % 620,18 3,10   
Lactobacillus sp. 
35 0,995; 82,2 % 392,36 1,96 7/65 (10,8 %) 
  0,994; 82,1 % 450,49 2,25   
Lactobacillus gasseri 32 0,998; 93,1 % 92,80 0,46 13/65 (20 %) 
    0,997; 93,0 % 125,48 0,63   
*Lactobacillus vključuje rodove Leuconostoc, Pediococcus, Weisella 
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Priloga B2: Povezave med velikostjo mikrobne populacije (število kopij tarčnih regij 16S rDNA) 
določenih z univerzalnim OZ (Vse bakterije) in OZ za izbrane bakterijske skupine v vzorcih kolostruma 
(M0) ter mleka (M30, M90) Povezave med rezulatati smo testirali s Spearmanovim koeficientom (rs). 
Statistično značilne razlike p < 0,05 smo označili z zvezdico. 
Annex B2: The correlation between microbial population of all bacteria (number of copies of target 16S 
rDNA determined with universal primer pair) and selected bacterial groups (number of group specific 
bacterial 16 rDNA copies/ml) in colostrum (M0) and human milk (M30, M90). Correlations were tested 
with Spearman coefficient (rs). Asterisks denote statistical significance p < 0,05. 
  M0 Vse bakterije   M30 Vse bakterije   M90 Vse bakterije 
BAKTERIJSKA 
SKUPINA rs p  rs p  rs p 
Bacteroides-Prevotella 0,562 < 0,001*  0,3860 0,0011*  0,3020 0,015* 
Bifidobacterium sp. 0,561 < 0,001*  0,3320 0,006*  0,7010 < 0,001* 
Clostridium IV 0,688 < 0,001*  0,6230 < 0,001*  0,5310 < 0,001* 
Clostridium XIV 0,763 < 0,001*  0,6420 < 0,001*  0,5960 < 0,001* 
Enterobacteriaceae 0,640 < 0,001*  0,0195 0,875  0,3560 0,004* 
Staphylococcus sp. 0,327 0,028*  0,4840 < 0,001*  0,3830 0,002* 
S. epidermidis 0,335 0,024*  0,4440 < 0,001*  0,4290 < 0,001* 
Streptococcus sp. 0,072 0,639  0,3400 0,005*  0,5970 < 0,001* 
Enterococcus sp. 0,202 0,184  0,0400 0,746  0,1196 0,343 
Lactobacillus sp. -0,065 0,673   -0,0512 0,678   -0,0701 0,579 
L. gasseri 0,545 < 0,001*   0,4300 < 0,001*   0,5370 < 0,001* 
 
Priloga B3: Povezave med deleži* enakih bakterijskih skupin glede na čas odvzema (kolostrum (M0) vs. 
mleko (M30) in mleko (M30) vs. (M90)). Prikazani rezultati so pridobljeni s Spearmanovim koeficientom 
in preznak pa nam pove smer linearne povezanosti (rs). Statistično značilne razlike p < 0,05 smo označili 
z zvezdico. 
Annex B3: The correlation between microbial population of all bacteria (number of all bacterial 16 rDNA 
copies/all bacteria) in samples colleted at specific time intersection (colostrum (M0) vs. milk (M30) and 
milk (M30) vs. (M90). Correlations were tested with Spearman coefficient (rs) and sign represents 
direction of a linear relationship. Asterisks denote statistical significance *p < 0,05  
KORELACIJE MED DELEŽI* ENAKIH BAKTERIJSKIH SKUPIN PO ČASU 
  M0 – M30 M30 – M90 
  rs p rs p 
Bacteroides-Prevotella 0,083 0,609 0,260 0,038* 
Bifidobacterium sp. -0,090 0,581 0,235 0,062 
Clostridium IV 0,341 0,032* -0,134 0,292 
Clostridium XIV -0,261 0,104 0,012 0,926 
Enterobacteriaceae 0,166 0,306 0,376 0,002* 
Staphylococcus sp. 0,288 0,072 0,259 0,039* 
 S. epidermidis 0,245 0,128 0,322 0,010* 
Streptococcus sp. 0,165 0,310 0,178 0,158 
Enterococcus sp. 0,068 0,675 0,277 0,027* 
Lactobacillus sp. 0,225 0,163 0,240 0,056* 
L. gasseri 0,002 0,988 0,102 0,423 
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Priloga B4: Seznam vzorcev mleka analiziranih z masovnim sekvenciranjem Illumina Mi Seq 
Annex B4: List of milk samples analysed with high throughput sequencing platforms Illumina Mi Seq. 
 KOLOSTRUM  MLEKO PO 30 DNEH MLEKO PO 90 DNEH 
Šifra matere (M0)  (M30)  (M90) 
LJ-001 1-M0 1-M30 ni pomnožka 
LJ-019 ni pomnožka 2-M30 2-M90 
LJ-083 ni pomnožka 3-M30 3-M90 
LJ-084 4-M0 4-M30 4-M90 
LJ-107 5-M0 5-M30 5-M90 
LJ-114 6-M0 6-M30 6-M90 
IZ-003 7-M0 7-M30 7-M90 
LJ-144 8-M0 8-M30 8-M90 
LJ-122 9-M0 9-M30 9-M90 
LJ-140 10-M0 10-M30 10-M90 
LJ-053 11-M0 11-M30 11-M90 
LJ-034 12-M0 12-M30 12-M90 
LJ-026 13-M0 13-M30 ni pomnožka 
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Priloga C: Pregled statističnih izračunov vpliva prehrane udeleženk na sestavo 
mikrobiote kolostruma in mleka 
Annex C: Statistical analysis overview of associations between diet type and 
composition of colostrum and microbiota 
 
Priloga C1: Vpliv načina prehrane med nosečnostjo in dojenjem na mikrobno populacijo (log števila 
KE/ml), zraslo na gojiščih (MRS, BHI, M17, TOS, ROGOSA), iz vzorcev kolostruma (M0) in mleka 
(M30, M90). Prikazani rezultati razlik med obravnavanimi skupinami so dobljeni s testom Mann-Whitney 
(MW). Statistično značilne razlike p < 0,1 smo označili krepko, *p < 0,05 pa z zvezdico. 
Annex C1: The effect of maternal type of diet during pregnancy and lactation on the microbial population 
(log CFU/ml) of colostrum (M0) and human milk (M30, M90) determined on MRS, BHI, M17, TOS, 
ROGOSA agar plates. Differences between groups were tested with Mann-Whitney (MW). Statistically 
significant associations p < 0,1 are in bold and asterisks denote statistical significance *p < 0,05. 
  
NAČIN PREHRANE 1 
   
NAČIN PREHRANE 2 
   
NAČIN PREHRANE 3 
   
 
Skupine Število MW  Skupine Število MW  Skupine Število  MW  
GOJIŠČE   (n) (p)   (n) (p)   (n) (p) 
M0-MRS 
(1) Uživa meso 98 0,959 (1)Uživa meso/ribe 99 0,845 (1)Uživa ribe 90 0,135 
(2) Ne uživa mesa 12   (2)Vegetarijanka 2   (2)Ne uživa rib 11   
M0-BHI 
(1) Uživa meso 98 0,968 (1)Uživa meso/ribe 99 0,843 (1)Uživa ribe 90 0,312 
(2) Ne uživa mesa 12   (2)Vegetarijanka 2   (2)Ne uživa rib 11   
M0-M17 
(1) Uživa meso 98 0,501 (1)Uživa meso/ribe 99 0,448 (1)Uživa ribe 90 0,596 
(2) Ne uživa mesa 12   (2)Vegetarijanka 2   (2)Ne uživa rib 11   
M0-TOS 
(1) Uživa meso 89 0,080 (1)Uživa meso/ribe 89 0,622 (1)Uživa ribe 80 0,043* 
(2) Ne uživa mesa 10   (2)Vegetarijanka 2   (2)Ne uživa rib 11   
M0-
ROGOSA 
(1) Uživa meso 89 0,393 (1)Uživa meso/ribe 88 0,306 (1)Uživa ribe 80 0,658 
(2) Ne uživa mesa 9   (2)Vegetarijanka 2   (2)Ne uživa rib 10   
M30-MRS 
(1) Uživa meso 72 0,489 (1)Uživa meso/ribe 73 0,246 (1)Uživa ribe 65 0,071 
(2) Ne uživa mesa 10   (2)Vegetarijanka 3   (2)Ne uživa rib 11   
M30-BHI 
(1) Uživa meso 72 0,047* (1)Uživa meso/ribe 73 0,010* (1)Uživa ribe 65 0,061 
(2) Ne uživa mesa 10   (2)Vegetarijanka 3   (2)Ne uživa rib 11   
M30-M17 
(1) Uživa meso 72 0,169 (1)Uživa meso/ribe 73 0,416 (1)Uživa ribe 65 0,106 
(2) Ne uživa mesa 10   (2)Vegetarijanka 3   (2)Ne uživa rib 11   
M30-TOS 
(1) Uživa meso 72 0,115 (1)Uživa meso/ribe 73 0,669 (1)Uživa ribe 65 0,488 
(2) Ne uživa mesa 10   (2)Vegetarijanka 3   (2)Ne uživa rib 11   
M30-
ROGOSA 
(1) Uživa meso 72 0,211 (1)Uživa meso/ribe 73 0,907 (1)Uživa ribe 65 0,910 
(2) Ne uživa mesa 10   (2)Vegetarijanka 3   (2)Ne uživa rib 11   
M90-MRS 
(1) Uživa meso 67 0,661 (1)Uživa meso/ribe 69 0,180 (1)Uživa ribe 61 0,312 
(2) Ne uživa mesa 10   (2)Vegetarijanka 3   (2)Ne uživa rib 11   
M90-BHI 
(1) Uživa meso 67 0,669 (1)Uživa meso/ribe 69 0,375 (1)Uživa ribe 61 0,616 
(2) Ne uživa mesa 10   (2)Vegetarijanka 3   (2)Ne uživa rib 11   
M90-M17 
(1) Uživa meso 67 0,776 (1)Uživa meso/ribe 69 0,978 (1)Uživa ribe 61 0,352 
(2) Ne uživa mesa 10   (2)Vegetarijanka 3   (2)Ne uživa rib 11   
1M90-TOS 
(1) Uživa meso 67 0,639 (1)Uživa meso/ribe 69 0,372 (1)Uživa ribe 61 0,635 
(2) Ne uživa mesa 10   (2)Vegetarijanka 3   (2)Ne uživa rib 11   
1M90-
ROGOSA 
(1) Uživa meso 67 0,197 (1)Uživa meso/ribe 69 0,413 (1)Uživa ribe 61 0,407 
(2) Ne uživa mesa 10   (2)Vegetarijanka 3   (2)Ne uživa rib 11   
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Priloga C2: Vpliv načina prehrane med nosečnostjo in dojenjem na log števila kopij tarčne 16S rDNA za 
izbrane skupine bakterij v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, M90), določene z metodo qPCR. 
Prikazani so rezultati primerjave log števila kopij DNA/ml glede način prehrane med nosečnostjo s 
testom Mann-Whitney (MW). Statistično značilne razlike p < 0, smo označili krepko, p < 0,05 pa z 
zvezdico. 
Annex C2: The effect of maternal type of diet during pregnancy and lactation on number of log copies 
target 16S rDNA in ml human colostrum (M0) and milk (M30, M90), qPCR. Preseneted differences 
between log (copies of target DNA/ml) were tested with Mann-Whitney. Statistically significant 
associations p < 0,1 are denoted with bold and asterisks denote significance *p < 0,05. 




NAČIN PREHRANE 2 NAČIN PREHRANE 3 
 
 BAKTERIJSKA MW (p) MW (p) MW (p) MW (p) MW (p) MW (p) 
SKUPINA log(kopije/ml)2 deleži3 log(kopije/ml)2 deleži3 log(kopije/ml)2 deleži3 
  (1) Uživa meso (n = 40) (1) Uživa meso/ribe (n = 41) (1) Uživa ribe (n = 36 ) 
  (2) Ne uživa mesa (n = 3 ) (2) Vegetarijanka (n = 2) (2) Ne uživa rib (n = 5 ) 
M0 Vse bakterije 0,215 0,215 0,387 0,387 0,558 0,558 
M0 Bacteroides-Prevotella 0,980 0,273 0,441 0,119 0,606 0,380 
M0 Bifidobacterium sp. 0,421 0,739 0,784 0,954 0,826 0,967 
M0 Clostridium IV 0,790 0,812 0,977 0,645 0,782 0,452 
M0 Clostridium XIV 0,924 0,015* 0,729 0,057 0,967 0,225 
M0 Enterobacteriaceae 0,634 0,446 0,564 0,419 0,834 0,867 
M0 Staphylococcus sp. 0,563 0,505 0,683 0,453 0,916 0,738 
M0 S. epidermidis 0,455 0,600 0,398 0,387 0,597 0,403 
M0 Streptococcus sp. 0,431 1,000 0,858 0,729 0,931 0,646 
1M0 Enterococcus sp. 0,521 0,567 0,604 0,729 0,430 0,316 
M0 Lactobacillus sp. 0,031* 0,153 0,089 0,356 0,149 0,676 
  (1) Uživa meso (n = 40) (1) Uživa meso/ribe (n = 41) (1) Uživa ribe (n = 51) 
  (2) Ne uživa mesa (n = 3) (2) Vegetarijanka (n = 2) (2) Ne uživa rib (n = 11) 
M30 Vse bakterije 0,460 0,460 0,935 0,935 0,412 0,412 
1M30 Bacteroides-Prevotella 0,800 0,584 0,326 0,755 0,951 0,315 
1M30 Bifidobacterium sp. 0,364 0,830 0,602 0,831 0,283 0,934 
M30 Clostridium IV 0,431 0,849 0,573 0,611 0,534 0,111 
M30 Clostridium XIV 0,584 0,739 0,669 0,544 0,152 0,138 
1M30 Enterobacteriaceae 0,189 0,122 0,889 0,909 0,688 0,562 
M30 Staphylococcus sp. 0,416 0,418 0,060 0,163 0,044* 0,099 
M30 S. epidermidis 0,392 0,432 0,049* 0,136 0,042* 0,092 
M30 Streptococcus sp. 0,885 0,943 0,677 0,935 0,518 0,761 
1M30 Enterococcus sp. 0,156 0,418 0,114 0,333 0,912 0,638 
1M30 Lactobacillus sp. 0,573 0,924 0,531 0,935 0,090 0,343 
  (1) Uživa meso (n = 40) (1) Uživa meso/ribe (n = 41) (1) Uživa ribe (n = 49 ) 
  (2) Ne uživa mesa (n = 3) (2) Vegetarijanka (n = 2) (2) Ne uživa rib (n = 11) 
M90 Vse bakterije 0,882 0,882 0,826 0,826 0,586 0,586 
1M90 Bacteroides-Prevotella 0,528 1,000 0,631 0,826 0,797 0,916 
M90 Bifidobacterium sp. 0,626 0,961 0,218 0,406 0,767 0,653 
1M90 Clostridium IV 0,884 0,921 0,491 0,576 0,155 0,560 
1M90 Clostridium XIV 0,465 0,786 0,507 0,959 0,285 0,767 
1M90 Enterobacteriaceae 0,193 0,786 0,004* 0,270 0,105 0,172 
1M90 Staphylococcus sp. 0,985 0,902 0,433 0,530 0,106 0,498 
M90 S. epidermidis 0,797 0,921 0,560 0,799 0,952 0,586 
M90 Streptococcus sp. 0,671 0,809 0,873 0,947 0,339 0,851 
M90 Enterococcus sp. 0,493 0,538 0,758 0,530 0,610 0,826 
1M90 Lactobacillus sp. 0,353 0,622 0,523 0,696 0,851 0,667 
1Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 % 
2V enotah log 
3V enotah delež (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije).  
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Priloga C3: Vpliv vnosa A) DHK s prehrano in prehranskimi dopolnili med dojenjem (> 200 mg, 
< 200 mg) in B) koncentracije DHK v mleku ( < 23 ut. %, > 23 ut. %) na log števila kopij tarčne 16S 
rDNA za izbrane skupine bakterij v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, M90) (qPCR). Prikazani so 
rezultati primerjave log števila kopij 16S rDNA/ml in deležev (število kopij DNA za izbrano skupino 
bakterij/število kopij DNA vseh bakterij v vzorcu) glede na vnos DHK oziroma koncentracijo DHK v 
mleku, s testom Mann-Whitney (MW). Statistično značilne razlike p < 0,1 (krepko), *p < 0,05 z zvezdico. 
Annex C3: Influence of DHK intake A) from diet and dietary supplements (> 200 mg, < 200mg) during 
lactation and DHK content in milk (B) (< 23 ut. %, > 23 ut. %) on number of copies target 16S rDNA 
(qPCR) in ml human colostrum (M0) and milk (M30, M90) and on ratio (group specific DNA/all 
bacterial DNA). Differences between groups were tested with Mann-Whitney and statistically significant 
associations p < 0,1 are in bold and asterisks denote significance *p < 0,05.  
  A) POKRITJE POTREB DHK B) VSEBNOST DHK V MLEKU  
   (200 mg/dan) z RRIMS IN   (mediana = 23 ut. %) 
 PREHRANSKIMI DOPOLNILI     
  MW (p) MW (p) MW (p) MW (p) 
BAKTERIJSKA SKUPINA log (kopije/ml)2 deleži3 log (kopije/ml)2 deleži3 
  (1) < 200 mg/dan DHK (n = 34) (1) < 0,23 ut. % (n = 21) 
  (2) > 200 mg/dan DHK (n = 7) (2) > 0,23 ut. % (n = 13) 
M0 Vse bakterije 0,114 / 0,141 / 
M0 Bacteroides-Prevotella 0,530 0,012* 0,412 0,235 
M0 Bifidobacterium sp. 0,808 0,411 0,022* 0,845 
M0 Clostridium IV 0,676 0,016* 0,381 0,264 
M0 Clostridium XIV 0,500 0,278 0,107 0,559 
M0 Enterobacteriaceae 0,921 0,107 0,107 0,249 
M0 Staphylococcus sp. 0,868 0,844 0,192 0,658 
M0 S. epidermidis 0,894 0,869 0,019* 0,172 
M0 Streptococcus sp. 0,760 0,324 0,412 0,845 
1M0 Enterococcus sp. 0,307 0,449 0,569 0,535 
M0 Lactobacillus sp. 0,454 0,087 0,495 0,058 
  (1) < 200 mg/dan DHK (n = 50) (1) < 0,23 ut. % (n = 36)  
  00282) > 200 mg/dan DHK (n = 12) (2) > 0,23 ut. % (n = 19) 
M30 Vse bakterije 0,952 / 0,447 / 
1M30 Bacteroides-Prevotella 0,100 0,355 0,627 0,633 
1M30 Bifidobacterium sp. 0,234 0,364 0,216 0,777 
M30 Clostridium IV 0,834 0,815 0,218 0,697 
M30 Clostridium XIV 0,316 0,634 0,777 0,915 
1M30 Enterobacteriaceae 0,818 0,979 0,822 0,536 
M30 Staphylococcus sp. 0,057 0,048* 0,577 0,763 
M30 S. epidermidis 0,093 0,079 0,731 0,846 
M30 Streptococcus sp. 0,133 0,154 0,184 0,147 
1M30 Enterococcus sp. 0,333 0,495 0,865 0,684 
1M30 Lactobacillus sp. 0,539 0,723 0,205 0,887 
  (1) < 200 mg/dan DHK (n = 49) (1) < 0,23 ut. % (n = 34) 
  (2) > 200 mg/dan DHK (n = 11) (2) > 0,23 ut. % (n = 19) 
M90 Vse bakterije 0,753 / 0,124 / 
1M90 Bacteroides-Prevotella 0,501 0,518 0,145 0,565 
M90 Bifidobacterium sp. 0,890 0,671 0,017* 0,853 
1M90 Clostridium IV 0,563 0,882 0,372 0,344 
1M90 Clostridium XIV 0,832 0,579 0,197 0,194 
1M90 Enterobacteriaceae 0,530 0,139 0,493 0,299 
1M90 Staphylococcus sp. 0,417 0,985 0,148 0,738 
M90 S. epidermidis 0,264 0,853 0,062 0,683 
M90 Streptococcus sp. 0,650 0,037* 0,100 0,878 
M90 Enterococcus sp. 0,752 0,796 0,014* 0,867 




1 Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 % 
2 V enotah log kopije DNA/ml 
3 V enotah delež (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije).  
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 Priloga D: Pregled statističnih izračunov vpliva ITM udeleženk in prirasta TM med 
nosečnostjo na sestavo mikrobiote kolostruma in mleka 
Annex D: Statistical analysis overview of associations between pre-pregnancy ITM and 
gestational weight gain and composition of colostrum and milk microbiota 
 
Priloga D1: Povezave med indeksom telesne mase (ITM) matere pred zanositvijo (v kg/m2) oziroma 
prirastom telesne mase (TM) med nosečnostjo (v kg) in mikrobno populacijo (log števila KE/ml) zraslo 
na gojiščih (MRS, BHI, M17,TOS, ROGOSA) iz vzorcev kolostruma (M0) in mleka (M30, M90). 
Prikazani rezultati so pridobljeni s Spearmanovim koeficientom (rs). Statistično značilne razlike p < 0,1 
smo označili krepko, *p < 0,05 pa z zvezdico. 
Annex D1: The correlation between maternal pre-pregnancy body mass index BMI (kg/m2) or pregnancy 
weight gain (kg) and microbial population (log CFU/ml) of colostrum (M0) and human milk (M90) 
determined on MRS, BHI, M17, TOS, ROGOSA agar plates. Correlations were tested with Spearman 
coefficient (rs). Statistically significant associations p < 0,1 are in bold and asterisks denote statistical 
significance *p < 0,05. 
KORELACIJE 
  ITM MATERE PRED ZANOSITVIJO PRIRAST TM (IOM1)2 
GOJIŠČE rs p-vrednost rs p-vrednost 
M0-MRS 0,101 0,289 0,134 0,174 
M0-BHI 0,113 0,237 0,108 0,275 
M0-M17 0,069 0,469 0,107 0,278 
M0-TOS 0,130 0,195 0,007 0,947 
M0-ROGOSA -0,049 0,626 0,100 0,344 
M30-MRS 0,135 0,220 0,086 0,457 
M30-BHI 0,236 0,031* 0,030 0,795 
M30-M17 0,208 0,057 0,175 0,128 
M30-TOS 0,051 0,645 0,110 0,342 
M30-ROGOSA 0,003 0,978 -0,044 0,701 
M90-MRS 0,091 0,426 0,257 0,026* 
M90-BHI 0,164 0,151 0,122 0,298 
M90-M17 -0,020 0,859 0,051 0,664 
1M90-TOS 0,059 0,605 -0,007 0,952 
1M90-ROGOSA 0,054 0,636 0,116 0,322 
1Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 %  
2IOM1 priporočila za prirast TM za celotno nosečnost (v kg 
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Priloga D2: Povezave med indeksom telesne mase (ITM) matere pred zanositvijo (v kg/m2) oziroma 
prirastom telesne mase (TM) med nosečnostjo (IOM1 v kg, IOM2 v kg/teden) in log številom kopij tarčne 
16S rDNA za izbrane skupine bakterij oziroma deležem število kopij tarčne/število kopij DNA vseh 
bakterij) v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, M90), določene z metodo qPCR. Prikazani rezultati 
so pridobljeni s Spearmanovim koeficientom (rs). Statistično značilne razlike p < 0,1 smo označili krepko, 
*p < 0,05 pa z zvezdico. 
Annex D2: The correlation between maternal pre-pregnancy body mass index BMI (kg/m2) and 
pregnancy weight gain (IOM1 in kg, IOM2 in kg/week) and the number of copies of the target 16S rDNA 
in ml human colostrum (M0) and milk (M30, M90) or as ratio (group specific DNA/all bacterial DNA). 
Correlations were tested with Spearman coefficient (rs). Statistically significant associations p < 0,1 are in 




 ITM MATERE  
PRED ZANOSITVIJO    PRIRAST TM (IOM1)4   PRIRAST TM (IOM2)5  
  rs p rs p rs p rs p rs p rs p 
  kopije/ml2 deleži3 kopije/ml2 deleži3 kopije/ml2 deleži3 
M0 Vse bakterije 0,183 0,229 / 0,229 -0,293 0,063 / / -0,058 0,720 / / 
M0 Bacteroides-Prevotella 0,208   0,170 -0,009 0,953 0,076 0,636 0,354 0,023 0,259 0,102 0,272 0,085 
M0 Bifidobacterium sp. 0,111 0,467 0,055 0,718 -0,252 0,111 -0,078 0,630 0,080 0,620 0,115 0,472 
M0 Clostridium IV 0,048 0,757 -0,030 0,847 -0,372 0,017 -0,166 0,301 -0,196 0,220 -0,165 0,303 
M0 Clostridium XIV 0,088 0,563 -0,022 0,885 -0,060 0,707 0,355 0,023 0,014 0,929 0,115 0,472 
M0 Enterobacteriaceae 0,158 0,301 -0,111 0,467 -0,018 0,909 0,366 0,018 0,186 0,245 0,223 0,162 
M0 Staphylococcus sp. 0,211 0,163 0,171 0,262 0,022 0,890 0,108 0,502 0,004 0,979 0,025 0,878 
M0 S. epidermidis 0,168 0,271 0,161 0,290 0,084 0,601 0,149 0,353 0,081 0,613 0,074 0,645 
M0 Streptococcus sp. 0,043 0,780 -0,010 0,949 0,108 0,503 0,159 0,321 0,086 0,595 0,058 0,720 
1M0 Enterococcus sp. 0,036 0,817 -0,175 0,251 -0,032 0,844 0,162 0,312 -0,091 0,573 -0,062 0,701 
M0 Lactobacillus sp. 0,050 0,743 -0,084 0,584 0,177 0,268 0,261 0,099 0,047 0,771 0,058 0,720 
M30 Vse bakterije 0,040 0,745 / / -0,012 0,923 / / 0,053 0,683 / / 
1M30 Bacteroides-Prevotella 0,046 0,710 0,038 0,760 0,011 0,929 0,012 0,926 0,062 0,630 -0,007 0,957 
1M30 Bifidobacterium sp. -0,218 0,074 -0,172 0,160 -0,049 0,702 -0,022 0,863 0,022 0,861 -0,025 0,849 
1M30 Clostridium IV -0,113 0,357 -0,159 0,196 0,097 0,447 0,121 0,342 0,145 0,257 0,138 0,280 
M30 Clostridium XIV 0,064 0,602 0,083 0,502 -0,115 0,364 -0,137 0,282 -0,015 0,904 -0,063 0,624 
1M30 Enterobacteriaceae -0,042 0,731 -0,012 0,921 0,009 0,944 0,083 0,516 -0,007 0,954 0,061 0,633 
M30 Staphylococcus sp. 0,072 0,561 0,011 0,928 -0,053 0,679 -0,045 0,726 0,017 0,894 -0,028 0,827 
M30 S. epidermidis 0,076 0,538 0,039 0,750 -0,130 0,308 -0,073 0,566 -0,049 0,702 -0,033 0,796 
M30 Streptococcus sp. 0,226 0,064 0,202 0,098 -0,045 0,724 0,007 0,953 0,024 0,852 0,046 0,723 
1M30 Enterococcus sp. -0,088 0,474 -0,052 0,674 0,183 0,148 0,126 0,321 0,101 0,432 0,026 0,838 
1M30 Lactobacillus sp. 0,016 0,894 -0,034 0,781 -0,102 0,424 -0,055 0,664 -0,069 0,591 -0,102 0,428 
M90 Vse bakterije -0,056 0,658 / / -0,002 0,985 / / 0,063 0,627 / / 
1M90 Bacteroides-Prevotella 0,074 0,560 0,126 0,317 0,121 0,350 0,076 0,560 0,090 0,490 0,060 0,648 
1M90 Bifidobacterium sp. -0,052 0,680 0,046 0,718 0,216 0,091 0,134 0,300 0,221 0,087 0,140 0,282 
1M90 Clostridium IV 0,053 0,674 0,105 0,406 0,079 0,540 0,104 0,420 0,089 0,495 0,007 0,955 
1M90 Clostridium XIV 0,065 0,605 0,116 0,357 -0,086 0,504 -0,071 0,584 -0,114 0,382 -0,164 0,206 
1M90 Enterobacteriaceae 0,010 0,940 0,032 0,802 0,030 0,814 0,022 0,863 0,011 0,935 -0,021 0,875 
1M90 Staphylococcus sp. 0,240 0,054 0,219 0,080 -0,080 0,539 -0,085 0,511 0,168 0,196 0,062 0,638 
M90 S. epidermidis 0,021 0,870 0,211 0,092 -0,187 0,145 -0,088 0,496 -0,041 0,755 0,067 0,607 
M90 Streptococcus sp. 0,033 0,792 0,062 0,624 0,096 0,458 -0,004 0,975 0,124 0,342 0,023 0,862 
M90 Enterococcus sp. 0,116 0,359 0,119 0,347 0,222 0,083 0,121 0,350 0,298 0,020 0,116 0,375 
1M90 Lactobacillus sp. -0,084 0,504 0,024 0,847 0,053 0,683 0,023 0,858 0,017 0,897 -0,006 0,966 
1Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 %  
2V enotah log (kopije DNA/ml) 
3V enotah delež (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije). 
4IOM1 priporočila za prirast TM za celotno nosečnost (v kg) 
5IOM2 priporočila za prirast TM v 2. in 3. trimesečju (v kg/teden). V 1. trimesečju prirast TM do 2 kg. 
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Priloga D3: Vpliv indeksa telesne mase (ITM) matere pred zanositvijo na mikrobno populacijo (log 
števila KE/ml) zraslo na gojiščih (MRS, BHI, M17, TOS, ROGOSA) iz vzorcev kolostruma (M0) in 
mleka (M30, M90). Prikazani rezultati razlik med obravnavanimi skupinami so dobljeni s testom Mann-
Whitney (MW) ali Kruskal-Wallis (KW). Statistično značilne razlike p < 0,1 smo označili krepko, *p < 
0,05 pa z zvezdico. 
Annex D3: The effect of maternal pre-pregnancy body mass index (BMI) on the microbial population 
(log CFU/ml) of colostrum (M0) and human milk (M30, M90) determined on MRS, BHI, M17, TOS, 
ROGOSA agar plates. Differences between groups were tested with Mann-Whitney (MW) and Kruskal-
Wallis (KW) test. Statistically significant associations p < 0,1 are in bold and asterisks denote statistical 
significance *p < 0,05.  



















1- ITM <24,9 93 0,662 1- ITM <25 93 0,712 ITM 18,5-24,9 90 0,328 
2-ITM 25-29,9 13   2-ITM ≥25 19   ITM > 30 6   
3- ITM >30  6               
M0-BHI 
1- ITM <24,9 93 0,878 1- ITM <25 93 0,790 ITM 18,5-24,9 90 0,587 
2-ITM 25-29,9 13   2-ITM ≥25 19   ITM > 30 6   
3- ITM >30  6               
M0-M17 
1- ITM <24,9 93 0,993 1- ITM <25 93 0,904 ITM 18,5-24,9 90 0,921 
2-ITM 25-29,9 13   2-ITM ≥25 19   ITM > 30 6   
3- ITM >30  6               
M0-TOS 
1- ITM <24,9 83 0,054 1- ITM <25 83 0,085 ITM 18,5-24,9 81 0,773 
2-ITM 25-29,9 12   2-ITM ≥25 18   ITM > 30 6   
3- ITM >30  6               
M0-ROGOSA 
1- ITM <24,9 82 0,226 1- ITM <25 82 0,173 ITM 18,5-24,9 80 0,984 
2-ITM 25-29,9 12   2-ITM ≥25 18   ITM > 30 6   
3- ITM >30  6               
M30-MRS 
1- ITM <24,9 70 0,535 1- ITM <25 70 0,362 ITM 18,5-24,9 67 0,303 
2-ITM 25-29,9 9   2-ITM ≥25 14   ITM > 30 5   
3- ITM >30  5               
M30-BHI 
1- ITM <24,9 70 0,412 1- ITM <25 70 0,577 ITM 18,5-24,9 67 0,245 
2-ITM 25-29,9 9   2-ITM ≥25 14   ITM > 30 5   
3- ITM >30  5               
M30-M17 
1- ITM <24,9 70 0,331 1- ITM <25 70 0,355 ITM 18,5-24,9 67 0,147 
2-ITM 25-29,9 9   2-ITM ≥25 14   ITM > 30 5   
3- ITM >30  5               
M30-TOS 
1- ITM <24,9 70 0,243 1- ITM <25 70 0,904 ITM 18,5-24,9 67 0,620 
2-ITM 25-29,9 9   2-ITM ≥25 14   ITM > 30 5   
3- ITM >30  5               
M30-
ROGOSA 
1- ITM <24,9 70 0,830 1- ITM <25 70 0,546 ITM 18,5-24,9 67 0,251 
2-ITM 25-29,9 9   2-ITM ≥25 14   ITM > 30 5   
3- ITM >30  5               
M90-MRS 
1- ITM <24,9 64 0,026* 1- ITM <25 64 0,015* ITM 18,5-24,9 61 0,020* 
2-ITM 25-29,9 9   2-ITM ≥25 14   ITM > 30 5   
3- ITM >30  5               
M90-BHI 
1- ITM <24,9 64 0,029* 1- ITM <25 64 0,017* ITM 18,5-24,9 61 0,023* 
2-ITM 25-29,9 9   2-ITM ≥25 14   ITM > 30 5   
3- ITM >30  5               
M90-M17 
1- ITM <24,9 64 0,381 1- ITM <25 64 0,268 ITM 18,5-24,9 61 0,179 
2-ITM 25-29,9 9   2-ITM ≥25 14   ITM > 30 5   
3- ITM >30  5               
*M90-TOS 
1- ITM <24,9 64 0,552 1- ITM <25 64 0,354 ITM 18,5-24,9 61 0,320 
2-ITM 25-29,9 9   2-ITM ≥25 14   ITM > 30 5   




1- ITM <24,9 64 0,257 1- ITM <25 64 0,190 ITM 18,5-24,9 61 0,131 
2-ITM 25-29,9 9   2-ITM ≥25 14   ITM > 30 5   
3-ITM >30  5   2-ITM ≥25 14   ITM > 30 5   
         
*Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 % 
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Priloga D4: Vpliv indeksa telesne mase (ITM) matere pred zanositvijo na log števila kopij tarčne 16S 
rDNA za izbrane skupine bakterij v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, M90), določene z metodo 
qPCR. Prikazani so rezultati primerjave log števila kopij DNA/ml s testom Mann-Whitney (MW). 
Statistično značilne razlike p < 0, smo označili krepko, p < 0,05 pa z zvezdico. 
Annex D4: The effect of maternal pre-pregnancy body mass index BMI on number of copies target 16S 
rDNA in ml human colostrum (M0) and milk (M30, M90), qPCR. Preseneted differences between log 
(copies of target DNA/ml) were tested with Mann-Whitney. Statistically significant associations p < 0,1 










  KW (p) KW (p) MW (p) MW (p) MW (p) MW (p) 
BAKTERIJSKA SKUPINA kopije/ml1 delež2 kopije/ml1 delež2 kopije/ml1 delež2 
  (1) ITM <24,9 (n = 35) 
(2) ITM 25-29,9 (n = 6 
(3) ITM >30 (n = 4) 
(1) ITM <25 (n = 35) 
(2) ITM ≥25 (n = 10) 
(1) ITM 18,5-24,9 (n = 34) 
(2) ITM ≥ 30 (n = 4)    
      
 
  
M0 Vse bakterije 0,278 / 0,300 / 0,087 / 
M0 Bacteroides-Prevotella 0,176 0,896 0,384 0,723 0,057 0,962 
M0 Bifidobacterium sp. 0,153 0,601 0,226 0,764 0,056 0,419 
M0 Clostridium IV. 0,056 0,192 0,164 0,604 0,017* 0,140 
M0 Clostridium XIV. 0,310 0,825 0,682 0,548 0,168 0,536 
M0 Enterobacteriaceae 0,506 0,367 0,353 0,530 0,234 0,168 
M0 Staphylococcus sp. 0,408 0,147 0,500 0,764 0,665 0,199 
M0 S. epidermidis 0,409 0,146 0,490 0,682 0,681 0,199 
M0 Streptococcus sp. 0,623 0,741 0,694 0,461 0,662 0,704 
1M0 Enterococcus sp. 0,457 0,109 0,211 0,067 0,418 0,036* 
M0 Lactobacillus sp. 0,462 0,630 0,689 0,368 0,566 0,341 
  (1) ITM < 25 (n = 55) (1) ITM < 25 (n = 55) (1) ITM 18,5-24,9 (n = 52) 
  (2) ITM 25-29,9 (n = 9) (2) ITM ≥ 25 (n = 13) (2) ITM ≥ 30 (n = 4) 
  (3) ITM ≥ 30 (n = 4) 
 
      
M30 Vse bakterije 0,960 / 0,895 / 0,824 / 
1M30 Bacteroides-Prevotella 0,988 0,749 0,894 0,478 0,903 0,567 
1M30 Bifidobacterium sp. 0,350 0,603 0,147 0,330 0,403 0,633 
M30 Clostridium IV. 0,814 0,798 0,561 0,645 0,889 0,975 
M30 Clostridium XIV 0,497 0,375 0,267 0,215 0,656 0,775 
1M30 Enterobacteriaceae 0,313 0,621 0,283 0,714 0,115 0,340 
M30 Staphylococcus sp. 0,519 0,780 0,286 0,507 0,374 0,567 
M30 S. epidermidis 0,788 0,929 0,503 0,714 0,755 0,750 
M30 Streptococcus sp. 0,399 0,533 0,182 0,272 0,364 0,445 
1M30 Enterococcus sp. 0,612 0,843 0,342 0,773 0,691 0,874 
1M30 Lactobacillus sp. 0,397 0,832 0,500 0,702 0,654 0,924 
  (1) ITM < 25 (n = 53) (1) ITM < 25 (n = 53) (1) ITM 18,5-24,9 (n = 51) 
  (2) ITM 25-29,9 (n = 8) (2) ITM ≥25 (n = 12) (2) ITM ≥ 30 (n = 4) 
  (3) ITM ≥ 30 (n = 4)         
M90 Vse bakterije 0,555 / 0,600 / 0,721 / 
1M90 Bacteroides-Prevotella 0,120 0,228 0,047* 0,344 0,086 0,105 
M90 Bifidobacterium sp. 0,973 0,341 0,986 0,600 0,861 0,517 
1M90 Clostridium IV. 0,744 0,688 0,722 0,457 0,472 0,923 
1M90 Clostridium XIV. 0,416 0,943 0,925 0,735 0,335 0,821 
1M90 Enterobacteriaceae 0,419 0,847 0,852 0,565 0,236 0,674 
1M90 Staphylococcus sp. 0,017* 0,281 0,005* 0,230 0,010* 0,128 
M90 S. epidermidis 0,820 0,285 0,596 0,427 0,520 0,120 
M90 Streptococcus sp. 0,484 0,282 0,228 0,335 0,469 0,135 
M90 Enterococcus sp. 0,783 0,482 0,491 0,879 0,674 0,418 
1M90 Lactobacillus sp. 0,776 0,838 0,741 0,710 0,472 0,948 
1Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 % 
2Delež (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije)     
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Priloga D5: Vpliv prirasta telesne mase (TM) udeleženk med nosečnostjo na mikrobno populacijo (log 
števila KE/ml) ) zraslo na gojiščih (MRS, BHI, M17, TOS, ROGOSA) iz vzorcev kolostruma (M0) in 
mleka (M30, M90). Prikazani so rezultati primerjave log števila kopij DNA/ml s testom Mann-Whitney 
(MW). Statistično značilne razlike p < 0,1 smo označili krepko, *p < 0,05 pa z zvezdico. 
Annex D5: The effect of pregnancy weight gain on the microbial population (log CFU/ml) of colostrum 
(M0) and human milk (M90) determined on MRS, BHI, M17, TOS, ROGOSA agar plates. Differences 
between groups were tested with Mann-Whitney (MW) test. Statistically significant associations p < 0,1 
are in bold and asterisks denote statistical significance *p < 0,05. 
                        PRIRAST TELESNE MASE MED NOSEČNOSTJO 
 
    IOM1 (v kg)2 IOM2 (kg/teden)3 
    Število MW (p)  Število MW (p) 
GOJIŠČE Skupine (n) log (KE/ml)  (n) log (KE/ml) 
M0-MRS (1) ≤ IOM 68 0,591  58 0,151 
  (2) > IOM 36    44   
M0-BHI (1) ≤ IOM 68 0,153  58 0,134 
  (2) > IOM 36    44   
M0-M17 (1) ≤ IOM 68 0,384  58 0,266 
  (2) > IOM 36    44   
M0-TOS (1) ≤ IOM 58 0,934  48 0,868 
  (2) > IOM 35    43   
M0-ROGOSA (1) ≤ IOM 59 0,420  50 0,454 
  (2) > IOM 33    40   
M30-MRS (1) ≤ IOM 45 0,489  40 0,100 
  (2) > IOM 32    36   
M30-BHI (1) ≤ IOM 45 0,672  40 0,313 
  (2) > IOM 32    36   
M30-M17 (1) ≤ IOM 45 0,151  40 0,035* 
  (2) > IOM 32    36   
M30-TOS (1) ≤ IOM 45 0,783  40 0,666 
  (2) > IOM 32    36   
M30-ROGOSA (1) ≤ IOM 45 0,207  40 0,471 
  (2) > IOM 32    36   
M90-MRS (1) ≤ IOM 42 0,004*  37 0,004* 
  (2) > IOM 33    37   
M90-BHI (1) ≤ IOM 42 0,115  37 0,117 
  (2) > IOM 33    37   
M90-M17 (1) ≤ IOM 42 0,915  37 0,307 
  (2) > IOM 33    37   
1M90-TOS (1) ≤ IOM 42 0,663  37 0,741 
  (2) > IOM 33    37   
1M90-ROGOSA (1) ≤ IOM 42 0,196  37 0,130 
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Priloga D6: Vpliv prirasta telesne mase (TM) med nosečnostjo na log števila kopij tarčne 16S rDNA 
oziroma deleže za izbrane skupine bakterij v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, M90), določene z 
metodo qPCR. Prikazani rezultati primerjave log števila kopij DNA/ml, s testom Mann-Whitney (MW). 
Statistično značilne razlike p < 0, smo označili krepko, p < 0,05 pa z zvezdico.  
Annex D6: The effect of pregnancy weight gain on number of copies target 16S rDNA or ratio (specific 
bacterial groups/all bacteria) in ml human colostrum (M0) and milk (M30, M90), qPCR. Preseneted 
differences between log (copies of target DNA/ml) were tested with Mann-Whitney. Statistically 
significant associations p < 0,1 are denoted with bold and asterisks denote statistical significance 
*p < 0,05. 
  
 PRIRAST TELESNE MASE MED NOSEČNOSTJO  
 
  IOM1 (v kg) 3  IOM2 (kg/teden)4 
 BAKTERIJSKA  
SKUPINA 
MW (p) MW (p)  MW (p) MW (p) 
log (kopije/ml) delež 2  log (kopije/ml) delež 2 
                     (1) ≤ IOM1(n = 22)  (1) ≤ IOM2 (n = 20) 
                      (2) > IOM1 (n = 19)  (2) > IOM2 (n = 21) 
M0 Vse bakterije 0,239 /  0,715 / 
M0 Bacteroides-Prevotella 0,374 0,034*  0,101 0,085 
M0 Bifidobacterium sp. 0,613 0,979  0,614 0,465 
M0 Clostridium IV. 0,083 0,360  0,216 0,297 
M0 Clostridium XIV. 0,574 0,239  0,927 0,465 
M0 Enterobacteriaceae 0,548 0,039*  0,241 0,159 
M0 Staphylococcus sp. 0,508 0,734  0,979 0,876 
M0 S. epidermidis 0,822 0,875  0,607 0,639 
M0 Streptococcus sp. 0,400 0,308  0,588 0,715 
1M0 Enterococcus sp. 0,730 0,638  0,566 0,696 
M0 Lactobacillus sp. 0,440 0,239  0,767 0,715 
                      (1) ≤ IOM1 (n = 29)  (1) ≤ IOM2 (n = 34) 
                      (2) > IOM1 (n = 34)  (2) > IOM2 (n = 30) 
M30 Vse bakterije 0,581 /  0,679 / 
1M30 Bacteroides-Prevotella 0,867 0,677  0,626 0,956 
1M30 Bifidobacterium sp. 0,309 0,677  0,860 0,847 
M30 Clostridium IV 0,747 0,957  0,254 0,276 
M30 Clostridium XIV 0,467 0,590  0,903 0,620 
1M30 Enterobacteriaceae 0,989 0,375  0,953 0,629 
M30 Staphylococcus sp. 0,912 0,798  0,893 0,825 
M30 S. epidermidis 0,432 0,747  0,698 0,793 
M30 Streptococcus sp. 0,712 0,510  0,790 0,720 
1M30 Enterococcus sp. 0,295 0,307  0,427 0,836 
1M30 Lactobacillus sp. 0,321 0,798  0,587 0,424 
                        (1) ≤ IOM1 (n = 34)  (1) ≤ IOM2 (n = 29) 
                        (2) > IOM1 (n = 28)  (2) > IOM2 (n = 32) 
M90 Vse bakterije 0,989 /  0,623 / 
1M90 Bacteroides-Prevotella 0,258 0,276  0,486 0,644 
M90 Bifidobacterium sp. 0,218 0,396  0,087 0,279 
1M90 Clostridium IV 0,743 0,910  0,491 0,954 
1M90 Clostridium XIV 0,142 0,343  0,378 0,204 
1M90 Enterobacteriaceae 0,719 0,932  0,934 0,874 
1M90 Staphylococcus sp. 0,310 0,734  0,194 0,634 
M90 S. epidermidis 0,349 0,921  0,753 0,603 
M90 Streptococcus sp. 0,724 0,989  0,338 0,860 
M90 Enterococcus sp. 0,223 0,488  0,021* 0,371 
1M90 Lactobacillus sp. 0,777 1,000  0,896 0,965 
1Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 % 
3IOM1 priporočila za prirast TM za celotno nosečnost (v kg)  
4IOM2 priporočila za prirast TM v 2. in 3. trimesečju (v kg/teden). V 1. trimesečju prirast TM do 2 kg. 
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Priloga E: Pregled statističnih izračunov vpliva uživanja probiotičnih bakterij PMSI, 
PPD in LK7 udeleženk na sestavo mikrobiote kolostruma in mleka 
Annex E: Statistical analysis overview of associations between consumption of 
probiotic in milk and soya products (PMSI), with probiotic supplements (PPD), LK7 
and colostrum or milk microbiota 
 
Priloga E1: Število in delež (%) udeleženk raziskave glede na uživanje probiotičnih prehranskih dopolnil 
– PPD (a) in probiotičnih mlečnih izdelkov–PMSI (b). med nosečnostjo in dojenjem. Statistično značilne 
povezave (p < 0,05) med uživanjem PMSI oziroma PPD med nosečnostjo in dojenjem smo ugotavljali s 
testom Hi-kvadrat (χ2). 
Annex E1: Number and ratio (%) of participants consumingand probiotic supplements –PPD (a) and 
probiotic milk and soya products–PMSI (b) during pregnancy and lactation. Statistical significant 
(p < 0,05) association between pregnancy and lactation were analysed with Hi-square test (χ2). 
(a) PPD         
  Uživanje PPD med nosečnostjo     
Uživanje PPD med dojenjem Nikoli ne uživa Občasno uživa Redno uživa Skupaj 
 n (%) n (%) n (%) n(%) 
Nikoli ne uživa 117 (78,0 %) 14 (9,3 %) 2 (1,3 %) 133 (88,7 %) 
Občasno uživa 6 (4,0 %) 7 (4,7 %) 1 (0,7 %) 14 (9,3 %) 
Redno uživa 2 (1,3 %) 1 (0,7 %) 0 (0 %) 3 (2,0 %) 
Skupaj 125 (83,3 %) 22 (14,7 %) 3 (2,0 %) 150 (100 %) 
(b) PMSI         
 Uživanje PMSI med nosečnostjo      
Uživanje PMSI med dojenjem Nikoli ne uživa Občasno uživa Redno uživa Skupaj 
 n (%) n (%) n (%) n (%) 
Nikoli ne uživa 7 (4,7 %) 8 (5,3 %) 7 (4,7 %) 22 (14,7 %) 
Občasno uživa 2 (1,3 %) 10 (6,7 %) 16 (10,7 %) 28 (18,7 %) 
Redno uživa 2 (1,3 %) 5 (3,3 %) 93 (62,0 %) 100 (66,7 %) 
Skupaj 11 (7,3 %) 23 (15,3 %) 116 (77,3 %) 150 (100 %) 
  
 
Priloga E2: Število in delež (%) udeleženk, ki so med nosečnostjo uživale probiotične mlečne in sojine 
izdelke (PMSI) in probiotična prehranska dopolnila (PPD) vzporedno s probiotičnim pripravkom L. 
gasseri K7 (LK71) v primerjavi s skupino netretiranih. Povezave med skupinama LK7 in netretiranimi 
smo ugotavljali s testom Hi-kvadrat- χ2 (statistična značilnost p < 0,05).  
Annex E2: Number and ratio (%) of participants consuming probiotic milk and soya products (PMSI) 
and probiotic supplements (PPD) concurrently with probiotic supplement L. gasseri K7 (LK71) during 
pregnancy. Statistical significant (p < 0,05) association between LK7 and untreated group were analysed 
with Hi-square test (χ2). 
Uživanje PMSI med nosečnostjo Uživanje PPD med nosečnostjo 
 LK71 Netretirane   LK71 Netretirane 
  n (%) n (%)   n (%) n (%) 
Nikoli, občasno  4 (18,2 %) 21 (23,3 %) Nikoli, občasno  22 (100 %) 87 (96,7 %) 
Redno  18 (81,8 %) 69 (76,7 %) Redno  0 (0 %) 3 (3,3 %) 
Skupaj  22 (100 %) 90 (100 %) Skupaj  22 (100 %) 90 (100 %) 
χ2 (p-vrednost) 1,361 (0,243) χ2 (p-vrednost) 4,083 (0,043) 




Tušar T. Vpliv prehrane in okoljskih dejavnikov na razvoj mikrobiote materinega mleka in črevesne mikrobiote dojenčka. 
  Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
 
Priloga E3: Povezave med pogostostjo uživanja probiotičnih prehranskih dodatkov (PPD)/probiotičnih mlečnih izdelkov (PMSI) /probiotičnih izdelkov s sevoma 
La5 in Bb12/LK7) med nosečnostjo in/ali dojenjem ter log številom kopij tarčne 16S rDNA za izbrane skupine bakterij oziroma deležem (izbrana bakterijska 
skupina/vse bakterije) v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, M90), določene z metodo qPCR. Prikazani rezultati so pridobljeni s Spearmanovim koeficientom 
(rs). Statistično značilne razlike p < 0,1 smo označili krepko, *p < 0,05 pa z zvezdico. 
Annex E3: The correlation between consumption of probiotic milk and soya products (PMSI)/probiotic products with strains La5 and Bb12/probiotic dietary 
supplements (PPD) during pregnancy and lactation and the number of copies of the target 16S rDNA in ml human colostrum (M0) and milk (M30, M90) or ratio 
(group specific DNA/all bacterial DNA). Correlations were tested with Spearman coefficient (rs). Statistically significant associations p < 0,1 are in bold and 
asterisks denote statistical significance *p < 0,05. 
KORELACIJE 
 PMSI  La5 in Bb12    PPD  
 BAKTERIJSKA rs p-vrednost rs p-vrednost rs p-vrednost rs p-vrednost rs p-vrednost rs p-vrednost 
SKUPINA   kopije/ml2   deleži3   kopije/ml2   deleži3   kopije/ml2   deleži3 
M0 Vse bakterije 0,304 0,042* 0,304 0,042* 0,259 0,086 0,259 0,086 0,058 0,704 0,058 0,704 
M0 Bacteroides-Prevotella 0,232 0,124 -0,171 0,261 0,181 0,234 -0,124 0,415 0,177 0,245 0,026 0,865 
M0 Bifidobacterium sp. 0,137 0,368 -0,149 0,329 0,161 0,292 0,016 0,916 0,206 0,175 0,126 0,411 
M0 Clostridium IV 0,109 0,478 -0,203 0,181 0,126 0,411 -0,078 0,610 0,035 0,817 -0,048 0,756 
M0 Clostridium XIV 0,158 0,300 -0,154 0,311 0,090 0,556 -0,220 0,146 0,115 0,454 0,045 0,771 
M0 Enterobacteriaceae -0,033 0,831 -0,395 0,007* 0,024 0,876 -0,295 0,049* 0,185 0,223 0,038 0,806 
M0 Staphylococcus sp. -0,040 0,792 -0,186 0,222 -0,074 0,631 -0,183 0,229 -0,143 0,350 -0,146 0,337 
M0 S. epidermidis -0,072 0,639 -0,212 0,162 -0,105 0,493 -0,234 0,122 -0,169 0,267 -0,164 0,283 
M0 Streptococcus sp. -0,040 0,796 -0,160 0,295 -0,019 0,899 -0,127 0,407 -0,149 0,328 -0,195 0,200 
1M0 Enterococcus sp. -0,024 0,874 -0,274 0,069 -0,075 0,622 -0,291 0,052 -0,222 0,143 -0,209 0,168 
M0 Lactobacillus sp. -0,020 0,895 -0,274 0,069 -0,156 0,305 -0,298 0,047* 0,029 0,848 -0,028 0,857 
M0 L. gasseri 0,154 0,311 -0,270 0,072 0,061 0,692 -0,258 0,088 0,034 0,827 -0,102 0,504 
M30 Vse bakterije 0,017 0,893 0,035 0,778 -0,011 0,931 -0,011 0,931 0,003 0,981 -0,139 0,265 
1M30 Bacteroides-Prevotella 0,148 0,228 -0,066 0,600 -0,028 0,824 -0,024 0,849 0,043 0,729 0,179 0,151 
1M30 Bifidobacterium sp. -0,129 0,293 -0,122 0,330 -0,045 0,720 -0,022 0,858 0,088 0,477 0,034 0,789 
M30 B. lactis 0,031 0,804 -0,032 0,798 0,001 0,992 0,027 0,827 0,011 0,931 0,032 0,799 
M30 Clostridium IV -0,008 0,951 0,016 0,901 -0,042 0,736 -0,031 0,803 0,073 0,554 -0,069 0,582 
M30 Clostridium XIV 0,186 0,129 0,084 0,503 0,212 0,088 0,208 0,093 0,098 0,427 0,017 0,893 
1M30 Enterobacteriaceae -0,001 0,991 -0,066 0,596 -0,066 0,600 -0,050 0,688 0,025 0,841 0,135 0,279 
M30 Staphylococcus sp. -0,046 0,710 -0,176 0,158 -0,053 0,672 -0,106 0,396 -0,024 0,845 -0,032 0,801 
M30 S. epidermidis -0,065 0,599 -0,157 0,209 -0,064 0,610 -0,112 0,370 -0,041 0,739 0,019 0,882 
M30 Streptococcus sp. 0,053 0,670 0,116 0,354 0,116 0,353 0,080 0,521 0,102 0,409 -0,084 0,503 
1M30 Enterococcus sp. 0,029 0,813 0,016 0,902 -0,037 0,770 -0,055 0,659 0,193 0,115 0,122 0,331 
             se nadaljuje ... 
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nadaljevanje Priloga E3: Povezave med pogostostjo uživanja probiotičnih prehranskih dodatkov (PPD)/probiotičnih mlečnih izdelkov (PMSI) /probiotičnih izdelkov s sevoma La5 
in Bb12/LK7) med nosečnostjo in/ali dojenjem ter log številom kopij tarčne 16S rDNA za izbrane skupine bakterij oziroma deležem (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije) v 
vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, M90), določene z metodo qPCR. Prikazani rezultati so pridobljeni s Spearmanovim koeficientom (rs). Statistično značilne razlike p < 0,1 
smo označili krepko, *p < 0,05 pa z zvezdico.  
 PMSI   La5 in Bb12   PPD   
 BAKTERIJSKA rs p-vrednost rs p-vrednost rs p-vrednost rs p-vrednost rs p-vrednost rs p-vrednost 
SKUPINA   kopije/ml2   deleži3   kopije/ml2   deleži3   kopije/ml2   deleži3 
1M30 Lactobacillus sp. 0,089 0,471 -0,029 0,820 -0,029 0,817 0,039 0,753 0,208 0,088 0,230 0,064 
M30 L. gasseri 0,064 0,602 -0,016 0,898 0,093 0,455 0,058 0,641 0,144 0,243 0,090 0,474 
M90 Bifidobacterium sp. -0,016 0,902 0,046 0,717 0,003 0,982 0,013 0,916 0,046 0,713 0,061 0,630 
M90 B. lactis -0,015 0,904 0,197 0,118 0,109 0,389 0,223 0,076 0,130 0,303 0,181 0,153 
*M90 Clostridium IV -0,108 0,393 -0,173 0,171 -0,100 0,431 -0,095 0,456 -0,032 0,798 0,001 0,996 
*M90 Clostridium XIV -0,166 0,187 -0,135 0,286 -0,177 0,162 -0,102 0,424 0,012 0,922 0,058 0,647 
*M90 Enterobacteriaceae -0,278 0,025* -0,147 0,247 -0,141 0,267 -0,191 0,130 -0,136 0,279 0,159 0,209 
*M90 Staphylococcus sp. 0,003 0,980 -0,127 0,316 -0,099 0,436 -0,102 0,424 0,041 0,747 0,071 0,576 
M90 S. epidermidis -0,088 0,486 -0,035 0,783 0,006 0,961 -0,034 0,787 -0,123 0,330 0,030 0,813 
M90 Streptococcus sp. 0,078 0,538 0,038 0,763 0,104 0,414 0,085 0,502 0,027 0,829 0,087 0,490 
M90 Enterococcus sp. 0,095 0,454 0,060 0,640 0,105 0,409 0,076 0,551 0,175 0,164 0,157 0,215 
*M90 Lactobacillus sp. 0,150 0,234 0,010 0,935 0,188 0,138 0,056 0,661 0,097 0,440 0,204 0,107 
*M90 L. gasseri -0,093 0,460 -0,089 0,484 -0,086 0,498 -0,038 0,765 -0,053 0,674 0,113 0,375 
1Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 % 
2V enotah log kopije DNA/ml. 
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Priloga E4: Vpliv uživanja probiotičnih prehranskih dodatkov (PPD)/probiotičnih mlečnih izdelkov (PMSI) /probiotičnih izdelkov s sevoma La5 in 
Bb12/probiotičnega pripravka z Lactobacillus gasseri K7 (LK7) med nosečnostjo in/ali dojenjem na mikrobno populacijo (log števila KE/ml) ) zraslo na gojiščih 
(MRS, BHI, M17, TOS, ROGOSA) iz vzorcev kolostruma (M0) in mleka (M30, M90). Prikazani rezultati razlik med obravnavanimi skupinami so dobljeni s 
testom Mann-Whitney (MW). Statistično značilne razlike p < 0,1 smo označili krepko, *p < 0,05 pa z zvezdico. 
Annex E4: The effect of consumption of probiotic dietary supplements (PPD)/probiotic milk and soya products (PMSI)/probiotic products with La5 and Bb12/ 
probiotic supplement with Lactobacillus gasseri K7 (LK7) on the microbial population (log CFU/ml) of colostrum (M0) and human milk (M30, M90) determined 
on MRS, BHI, M17, TOS, ROGOSA agar plates. Differences between groups were tested with Mann-Whitney (MW). Statistically significant associations p < 0,1 
are in bold and asterisks denote statistical significance *p < 0,05. 
  Uživanje PPD  Uživanje PMSI  Uživanje La5, Bb12  Uživanje LK7    
                
     MW (p)   MW (p)   MW (p)   MW (p) 
GOJIŠČE Skupine n KE/ml Skupine n KE/ml Skupine n KE/ml Skupine n KE/ml 
M0-MRS (1) Ne uživa. 91 0,762 (1) Nikoli, občasno. 25 0,101 (1) Ne uživa. 19 0,644 (1) LK7 22 0,980 
  (2) Da, uživa. 21   (2) Redno. 87   (2) Da, uživa. 93   (2) Netretirane 91   
M0-BHI (1) Ne uživa. 91 0,359 (1) Nikoli, občasno. 25 0,111 (1) Ne uživa. 19 0,277 (1) LK7 22 0,747 
  (2) Da, uživa. 21   (2) Redno. 87   (2) Da, uživa. 93   (2) Netretirane 91   
M0-M17 (1) Ne uživa. 91 0,550 (1) Nikoli, občasno. 25 0,025* (1) Ne uživa. 19 0,099 (1) LK7 22 0,583 
  (2) Da, uživa. 21   (2) Redno. 87   (2) Da, uživa. 93   (2) Netretirane 91   
M0-TOS (1) Ne uživa. 81 0,571 (1) Nikoli, občasno. 20 0,053 (1) Ne uživa. 16 0,119 (1) LK7 21 0,891 
  (2) Da, uživa. 20   (2) Redno. 81   (2) Da, uživa. 85   (2) Netretirane 81   
M0-ROGOSA (1) Ne uživa. 80 0,317 (1) Nikoli, občasno. 22 0,350 (1) Ne uživa. 17 0,550 (1) LK7 20 0,011* 
  (2) Da, uživa. 20   (2) Redno. 78   (2) Da, uživa. 83   (2) Netretirane 81   
M30-MRS (1) Ne uživa. 70 0,476 (1) Nikoli, občasno. 31 0,726 (1) Ne uživa. 20 0,243 (1) LK7 27 0,635 
  (2) Da, uživa. 10   (2) Redno. 49   (2) Da, uživa. 60   (2) Netretirane 57   
M30-BHI (1) Ne uživa. 70 0,965 (1) Nikoli, občasno. 31 0,722 (1) Ne uživa. 20 0,509 (1) LK7 27 0,890 
  (2) Da, uživa. 10   (2) Redno. 49   (2) Da, uživa. 60   (2) Netretirane 57   
M30-M17 (1) Ne uživa. 70 0,771 (1) Nikoli, občasno. 31 0,786 (1) Ne uživa. 20 0,571 (1) LK7 27 0,512 
  (2) Da, uživa. 10   (2) Redno. 49   (2) Da, uživa. 60   (2) Netretirane 57   
M30-TOS (1) Ne uživa. 70 0,344 (1) Nikoli, občasno. 31 0,697 (1) Ne uživa. 20 0,863 (1) LK7 27 0,280 
  (2) Da, uživa. 10   (2) Redno. 49   (2) Da, uživa. 60   (2) Netretirane 57   
M30-ROGOSA (1) Ne uživa. 70 0,351 (1) Nikoli, občasno. 31 0,665 (1) Ne uživa. 20 0,418 (1) LK7 27 0,147 
  (2) Da, uživa. 10   (2) Redno. 49   (2) Da, uživa. 60   (2) Netretirane 57   
          se nadaljuje ... 
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nadaljevanje Priloge E4: Vpliv uživanja probiotičnih prehranskih dodatkov (PPD)/probiotičnih mlečnih izdelkov (PMSI) /probiotičnih izdelkov s sevoma La5 in 
Bb12/probiotičnega pripravka z Lactobacillus gasseri K7 (LK7) med nosečnostjo in/ali dojenjem na mikrobno populacijo (log števila KE/ml) ) zraslo na gojiščih 
(MRS, BHI, M17, TOS, ROGOSA) iz vzorcev kolostruma (M0) in mleka (M30, M90). Prikazani rezultati razlik med obravnavanimi skupinami so dobljeni s testom 
Mann-Whitney (MW). Statistično značilne razlike p < 0,1 smo označili krepko, *p < 0,05 pa z zvezdico. 
  Uživanje PPD      Uživanje PMSI      Uživanje La5, Bb12    Uživanje LK7     
      MW (p)      MW (p)      MW (p)      MW (p)  
GOJIŠČE Skupine n KE/ml Skupine n KE/ml Skupine n KE/ml Skupine n KE/ml 
M90-MRS  (1) Ne uživa. 67 0,627 (1) Nikoli, občasno. 30 0,608 (1) Ne uživa. 18 0,777 (1) LK7 27 0,471 
 (2) Da, uživa. 10   (2) Redno. 47   (2) Da, uživa. 59   (2) Netretirane 51   
M90-BHI (1) Ne uživa. 67 0,940 (1) Nikoli, občasno. 30 0,548 (1) Ne uživa. 18 0,470 (1) LK7 27 0,629 
  (2) Da, uživa. 10   (2) Redno. 47   (2) Da, uživa. 59   (2) Netretirane 51   
M90-M17 (1) Ne uživa. 67 0,633 (1) Nikoli, občasno. 30 0,440 (1) Ne uživa. 18 0,952 (1) LK7 27 0,313 
  (2) Da, uživa. 10   (2) Redno. 47   (2) Da, uživa. 59   (2) Netretirane 51   
1M90-TOS (1) Ne uživa. 67 0,424 (1) Nikoli, občasno. 30 0,561 (1) Ne uživa. 18 0,608 (1) LK7 27 0,153 
  (2) Da, uživa. 10   (2) Redno. 47   (2) Da, uživa. 59   (2) Netretirane 51   
1M90-ROGOSA (1) Ne uživa. 67 0,523 (1) Nikoli, občasno. 30 0,243 (1) Ne uživa. 18 0,912 (1) LK7 27 0,789 
 (2) Da, uživa. 10   (2) Redno. 47   (2) Da, uživa. 59   (2) Netretirane 51   
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Priloga E5: Vpliv uživanja probiotičnih prehranskih dodatkov (PPD)/probiotičnih mlečnih izdelkov (PMSI) /probiotičnih izdelkov s sevoma La5 in 
Bb12/probiotičnega pripravka z Lactobacillus gasseri sev LK7 na log števila kopij tarčne 16S rDNA za izbrane skupine bakterij oziroma deleže (izbrana bakterijska 
skupina/vse bakterije) v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, M90), določene z metodo qPCR. Prikazani rezultati razlik so pridobljeni s testom Mann-Whitney 
(MW). Statistično značilne razlike p < 0,1 smo označili krepko, *p < 0,05 pa z zvezdico. 
Annex E5: The effect of consumption of probiotic dietary supplements (PPD)/probiotic milk and soya products (PMSI)/probiotic products with La5 and Bb12/ 
probiotic supplement with Lactobacillus gasseri strain LK7 on the microbial population (log CFU/ml) of colostrum (M0) and human milk (M30, M90) determined 
on MRS, BHI, M17, TOS, ROGOSA agar plates. Differences between groups were tested with Mann-Whitney (MW). Statistically significant associations p < 0,1 
are in bold and asterisks denote statistical significance *p < 0,05. 
  Uživanje PMSI   Uživanje PPD     Uživanje La5, Bb12    Uživanje LK7 
 BAKTERIJSKA  
SKUPINA 
MW (p) MW (p) MW (p) MW (p) MW (p) MW (p) MW (p) MW (p) 
kopije/ml2 delež 3 kopije/ml2 delež 3 kopije/ml2 delež 3 kopije/ml2 delež 3 
  (1)Nikoli, občasno (n=7);  (1) Nikoli ne uživa (n=32); (1) Ne, uživa (n=7); (1) LK7 (n = 7)   
  (2) Redno, pogosto (n=38).  (2) Da, uživa (n=13).  (2) Da uživa (n=38). (2) Netretirane (n = 38). 
M0 Vse bakterije 0,260 / 0,515 / 0,661 / 0,398 / 
M0 Bacteroides-Prevotella 0,723 0,234 0,268 0,940 0,479 0,616 0,440 0,684 
M0 Bifidobacterium sp. 0,843 0,178 0,113 0,367 0,306 0,975 0,467 0,199 
M0 Clostridium IV 0,678 0,013* 0,683 0,822 0,936 0,684 0,251 0,471 
M0 Clostridium XIV 0,863 0,594 0,293 0,822 0,661 0,730 0,381 0,707 
M0 Enterobacteriaceae 0,511 0,091 0,140 0,861 0,434 0,491 0,975 0,398 
M0 Staphylococcus sp. 0,527 0,950 0,206 0,161 0,704 0,851 0,602 1,000 
M0 S. epidermidis 0,727 0,975 0,205 0,168 0,590 0,730 1,000 0,778 
M0 Streptococcus sp. 0,520 0,900 0,291 0,140 0,499 0,452 0,221 0,778 
1M0 Enterococcus sp. 0,315 0,802 0,136 0,104 0,080 0,091 0,731 0,398 
M0 Lactobacillus sp. 0,944 0,364 0,865 0,707 0,646 0,573 0,066 0,900 
M0 L. gasseri 0,738 0,178 0,839 0,367 0,546 0,639 0,233 0,730 
   (1)Nikoli, občasno (n=27);  (1) Nikoli ne uživa (n=56); (1) Ne, uživa (n=16); (1) LK7 (n = 22) 
  (2) Redno, pogosto (n=39)  (2) Da, uživa (n=10)  (2) Da uživa (n=50) (2) Netretirane (n = 46) 
M30 Vse bakterije 0,318 / 0,283 / 0,905 / 0,694 / 
1M30 Bacteroides-Prevotella 0,331 0,135 0,643 0,174 0,937 0,731 0,285 0,844 
1M30 Bifidobacterium sp. 0,386 0,146 0,242 0,830 0,538 0,580 0,237 0,714 
M30 B. lactis 0,453 0,779 0,352 0,681 0,664 0,268 0,875 0,704 
              se nadaljuje ... 
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nadaljevanje Priloge E5: Vpliv uživanja probiotičnih prehranskih dodatkov (PPD)/probiotičnih mlečnih izdelkov (PMSI) /probiotičnih izdelkov s sevoma La5 in 
Bb12/probiotičnega pripravka z Lactobacillus gasseri sev LK7 na log števila kopij tarčne 16S rDNA za izbrane skupine bakterij oziroma deleže (izbrana bakterijska 
skupina/vse bakterije) v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, M90), določene z metodo qPCR. Prikazani rezultati razlik so pridobljeni s testom Mann-Whitney 
(MW). Statistično značilne razlike p < 0,1 smo označili krepko, *p < 0,05 pa z zvezdico. 
  Uživanje PMSI  Uživanje PPD  Uživanje La5, Bb12  Uživanje LK7  
BAKTERIJSKA  
SKUPINA 
MW(p) MW(p) MW(p) MW(p) MW(p) MW(p) MW(p) MW(p) 
kopije/ml2 delež 3 kopije/ml2 delež 3 kopije/ml2 delež 3 kopije/ml2 delež 3 
M30 Clostridium IV 0,758 0,922 0,480 0,617 0,819 0,905 0,071 0,065 
M30 Clostridium XIV 0,067 0,502 0,287 0,971 0,075 0,050 0,891 0,521 
1M30 Enterobacteriaceae 0,644 0,386 0,910 0,275 0,937 0,905 0,002* 0,034* 
M30 Staphylococcus sp. 0,265 0,073 0,274 0,802 0,360 0,309 0,674 0,753 
M30 S. epidermidis 0,303 0,119 0,527 0,844 0,273 0,203 0,748 0,803 
M30 Streptococcus sp. 0,155 0,169 0,238 0,486 0,704 0,540 0,974 0,783 
1M30 Enterococcus sp. 0,056 0,562 0,263 0,325 0,593 0,437 0,297 0,223 
1M30 Lactobacillus sp. 0,887 0,270 0,063 0,074 0,841 0,988 0,361 0,512 
M30 L. gasseri 0,542 0,300 0,790 0,497 0,583 0,964 0,202 0,409 
   (1)Nikoli, občasno (n=27);  (1) Nikoli ne uživa (n=54); (1) Ne, uživa (n=16); (1) LK7( (n = 22) 
  (2) Redno, pogosto (n=37)  (2) Da, uživa (n=10)  (2) Da uživa (n=48) (2) Netretirane (n = 43) 
M90 Vse bakterije 0,801 / 0,309 / 0,792 / 0,446 / 
1M90 Bacteroides-Prevotella 0,464 0,366 0,780 0,155 0,237 0,329 0,673 0,429 
M90 Bifidobacterium sp. 0,603 0,659 0,310 0,530 0,463 0,476 0,964 0,446 
M90 B. lactis 0,441 0,214 0,373 0,144 0,460 0,360 0,536 0,570 
1M90 Clostridium IV 0,050 0,091 0,198 0,897 0,978 0,721 0,319 0,063 
1M90 Clostridium XIV 0,229 0,459 0,289 0,567 0,279 0,271 0,908 0,145 
1M90 Enterobacteriaceae 0,923 0,545 0,686 0,222 0,563 0,209 0,090 0,803 
1M90 Staphylococcus sp. 0,628 0,510 0,650 0,518 0,740 0,577 0,724 0,657 
M90 S. epidermidis 0,847 0,940 0,126 0,767 0,801 0,631 0,772 0,480 
M90 Streptococcus sp. 0,388 0,497 0,449 0,467 0,649 0,807 0,695 0,221 
M90 Enterococcus sp. 0,316 0,649 0,328 0,149 0,518 0,675 0,115 0,085 
1M90 Lactobacillus sp. 0,444 0,919 0,061 0,079 0,529 0,938 0,718 0,488 
1M90 L. gasseri 0,411 0,601 0,415 0,318 0,209 0,314 0,850 0,325 
1Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 %         
2V enotah log kopije DNA/ml               
3V enotah delež (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije).             
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Priloga F: Vpliv izbranih dejavnikov matere okolja in prehrane med nosečnostjo in dojenjem na log števila kopij tarčne 16S rDNA (geni tuf/dnaJ) za izbrane skupine 
bakterij oziroma deleže (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije) v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, M90), določene z metodo qPCR. Prikazani rezultati 
razlik so pridobljeni s testom Mann-Whitney (MW) in Kruskal-Wallis (KW). Prikazane statistično značilne razlike p < 0,1 so označene krepko, *p < 0,05 pa z 
zvezdico.  
Annex F: The effect of selected maternal and environmental factors and diet during pregnancy and lactation on the number of copies of the target 16S rDNA (tuf 
genes/dnaJ) or ratio (group specific DNA/all bacterial DNA) in colostrum (M0) and human milk (M30, M90) samples (qPCR). Differences between groups were 
tested with Mann-Whitney (MW) or Kruskal-Wallis (KW) test. Statistically significant associations p < 0,1 are in bold and asterisks denote statistical significance 
*p < 0,05. 
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Vse bakterije M0             0,087 0,087                     
  M30                                     
  M90                                     
 M0             0,057     0,034*   0,085 0,065           
Bacteroides-Prevotella 1M30                                     
  1M90         0,047*   0,086                       
Bifidobacterium sp. M0             0,056                       
  *M30                             0,095 0,030*     
  M90                     0,087               
B. lactis M0                                     
  M30                                     
  M90                                     
Clostridium IV M0             0,017*   0,083             0,019*     
  M30                                     
  1M90     0,066                               
Clostridium XIV M0                                     
  M30                                     
  1M90   
0,06
2                                 
 
               se nadaljuje ... 
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nadaljevanje Priloge F: Vpliv izbranih dejavnikov matere okolja in prehrane med nosečnostjo in dojenjem na log števila kopij tarčne 16S rDNA (geni tuf/dnaJ) za 
izbrane skupine bakterij oziroma deleže (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije) v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, M90), določene z metodo qPCR. 
Prikazani rezultati razlik so pridobljeni s testom Mann-Whitney (MW) in Kruskal-Wallis (KW). Prikazane statistično značilne razlike p < 0,1 so označene krepko, 
*p < 0,05 pa z zvezdico. 
 DEJAVNIKI MATERE IN OKOLJA 
              
 STAROST 
MATERE KA JENJE  
ITM MATERE PRED 
ZANOSITVIJO 







































e M0                   
0,039
*                 
  1M30                                     
  1M90                                     
Staphylococcus sp. M0                                     
  M30                                     
  1M90             0,010*                       
S. epidermidis M0                                     
  M30                                     
  M90                                     
Streptococcus sp. M0                             0,037*       
  M30                                     
  M90   0,015*                                 
Enterococcus sp. 1M0           0,067   0,036*             0,012*       
  1M30                                     
  M90                     0,021*               
Lactobacillus sp. M0     
0,048
*                               
  1M30                                     
  1M90                                     
L. gasseri M0   0,069       0,085                         
  M30                                     
  1M90                                     
1Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 %                                                                                                                                                                   se nadaljuje  ... 
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nadaljevanje Priloge F: Vpliv izbranih dejavnikov matere okolja in prehrane med nosečnostjo in dojenjem na log števila kopij tarčne 16S rDNA (geni tuf/dnaJ) za 
izbrane skupine bakterij oziroma deleže (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije) v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, M90), določene z metodo qPCR. 
Prikazani rezultati razlik so pridobljeni s testom Mann-Whitney (MW) in Kruskal-Wallis (KW). Prikazane statistično značilne razlike p < 0,1 so označene krepko, *p < 





SKUPINA                  Čas odvzema 
NAČIN PREHRANE MATERE UŽIVANJE PROBIOTIKOV DHK 
Uživanje mesa Meso in ribe/vege PMSI PPD La5Bb12 LK7 DHK v prehrani DHK v mleku 
MW (p) MW (p) MW (p) MW (p) MW (p) MW (p) MW (p) MW (p) 
kopije/ml deleži kopije/ml deleži kopije/ml deleži kopije/ml deleži kopije/ml deleži kopije/ml deleži kopije/ml deleži kopije/g deleži 
Vse bakterije M0                                 
  M30                                 
  M90                                 
Bacteroides-
Prevotella 
M0                           0,012*     
1M30                                 
  1M90                                 
Bifidobacterium sp. M0                             0,022*   
  1M30                                 
  M90                             0,017*   
B. lactis M0                                 
  M30                                 
  M90                             0,076   
Clostridium IV M0           0,013               0,016*     
  M30                     0,071 0,065         
  1M90         0,050 0,091           0,063         
Clostridium XIV M0   0,015   0,057                         
  M30         0,067       0,075 0,050*             
  1M90                                 
Enterobacteriaceae M0           0,091                     
  1M30                     0,002* 0,034*         
  1M90     0,004*               0,090           
Staphylococcus sp. M0                                 
  M30     0,060     0,073             0,057 0,048     
  1M90                                 
             se nadaljuje ... 
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nadaljevanje Priloge F: Vpliv izbranih dejavnikov matere okolja in prehrane med nosečnostjo in dojenjem na log števila kopij tarčne 16S rDNA (geni tuf/dnaJ) za 
izbrane skupine bakterij oziroma deleže (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije) v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, M90), določene z metodo qPCR. 
Prikazani rezultati razlik so pridobljeni s testom Mann-Whitney (MW) in Kruskal-Wallis (KW). Prikazane statistično značilne razlike p < 0,1 so označene krepko, *p 
< 0,05 pa z zvezdico. 
PREHRANA MATERE 
 
NAČIN PREHRANE MATERE UŽIVANJE PROBIOTIKOV DHK 
Uživanje mesa Meso in ribe/vege PMSI PPD La5Bb12 LK7 DHK v prehrani DHK v mleku 
 MW (p) MW (p) MW (p) MW (p) MW (p) MW (p) MW (p) MW (p) 
BAKTERIJSKA 
SKUPINA čas odvzema kopije/ml deleži kopije/ml deleži kopije/ml deleži kopije/ml deleži kopije/ml deleži kopije/ml deleži kopije/ml deleži kopije/g deleži 
S. epidermidis M0                             0,019*   
  M30     0,049                   0,093 0,079     
  M90                             0,062   
Streptococcus sp. M0                 
  M30                                 
  M90                           0,037*     
Enterococcus sp. 1M0                 0,080 0,091             
  1M30         0,056                       
  M90                       0,088     0,014*   
Lactobacillus sp. M0 0,031*   0,089               0,066     0,087   0,058 
  1M30             0,063 0,074                 
  1M90             0,061 0,079                 
L. gasseri M0                               0,079 
  M30                             0,074   
  1M90                                 
1Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 % 
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Priloga G: Statistična analiza mikrobiote otrokovega mekonija in blata  
Annex G: Statistical analysis of meconium and child feces microbiota  
 
Priloga G1: Pregled parametrov reakcij qPCR (R2, učinkovitost PCR reakcije, spodnja meja detekcije) in 
število (delež v %) vzorcev otrokovega blata (B3, B30,B90) nad mejo detekcije izbranih bakterijskih 
skupin  
Annex G1: Parameters of quantitative PCR analysis (R2,  qPCR efficiency and limit od detection (LOD) 


















Vse bakterije 30 0,998-0,999 103,1-105,5 224,4 ± 63,2 B0 34,30% 
          B3 100,0% 
          B30 100,0% 
          B90 100,0% 
Bacteroides-Prevotella 30 0,996-0,999 96,7-100,0 360,6± 430,0 B3 33,9% 
          B30 33,3% 
          B90 35,2% 
Bifidobacterium sp. 30 0,991-0,998 93,4-96,9 38,8 ± 18,7 B3 57,1% 
          B30 94,7% 
          B90 100,0% 
Clostridium XIV (skupina 
coccoides) 
30 0,996-0,999 85,5-88,4 241,6 ± 81,7 B3 1,8% 
        B30 28,1% 
          B90 44,4% 
Clostridium IV (skupina 
leptum) 
30 0,995-0,998 89,9-94,2 202,8± 108,6 B3 12,5% 
        B30 15,8% 
          B90 29,6% 
Staphylococcus sp. 30 0,995-0,999 88,6-93,7 12,6 ± 7,9 B3 28,6% 
          B30 82,5% 
          B90 81,5% 
S. epidermidis 30 0,995-0,999 94,2-99,2 8,4 ± 8,0 B3 71,4% 
          B30 68,4% 
          B90 31,5% 
Streptococcus sp. 30 0,996-1,000 90,0-93,5 6,9 ± 7,7 B3 57,1% 
          B30 100,0% 
          B90 98,2% 
Enterococcus 30 0,998-1,000 90,9-94,7 331,4 ± 475,7 B3 55,4% 
          B30 80,0% 
          B90 94,4% 
E. faecalis 30 0,993-0,999 77,4-82,1 1291,0 ± 971,4 B3 46,4% 
          B30 52,6% 




30 0,997-0,999 80,8-83,9 35,1 ± 34,3 B3 21,4% 
        B30 56,1% 
        B90 59,3% 
Lactobacillus gasseri 28 0,994-0,999 96,8-100,9 4,5 ± 1,7 B3 5,4% 
          B30 26,3% 
          B90 33,3% 
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Priloga H: Vpliv načina poroda na črevesno mikrobioto otroka 
Annex H: The influence of mode of delivery on infant gut microbiota 
 
Priloga H1: Vpliv načina poroda na mikrobno populacijo (log števila KE/ml) zraslo na gojiščih (MRS, 
TOS, ROGOSA) iz vzorcev mekonija (B0) in blata (B3). Prikazani rezultati razlik med obravnavanimi 
skupinami so dobljeni s testom Mann-Whitney (MW). Statistično značilne razlike p < 0,1 smo označili 
krepko, *p < 0,05 pa z zvezdico. 
Annex H1: The effect of delivery mode on the microbial population (log CFU/ml) of meconium(B0) and 
feces (B3) determined on MRS, TOS, ROGOSA agar plates. Differences between groups were tested 
with Mann-Whitney (MW) test. Statistically significant associations p < 0,1 are in bold and asterisks 
denote statistical significance *p < 0,05. 
GOJIŠČE Čas odvzema Skupine Število (n) MW (p-vrednost) 
MRS B0 (1) VG 27 0,434 
    (2) CR 4   
TOS B0 (1) VG 48 0,543 
    (2) CR 10   
ROGOSA B0 (1) VG 48 0,176 
    (2) CR 10   
MRS B3 (1) VG 31 0,666 
    (2) CR 3   
TOS B3 (1) VG 51 0,332 
    (2) CR 10   
ROGOSA B3 (1) VG 49 0,721 
  (2) CR 7  
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Priloga H2: Vpliv načina poroda na log števila kopij tarčne 16S rDNA za izbrane skupine bakterij v 
vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, M90) ter blata otroka (B3, B30 in B90), določene z metodo 
qPCR. Prikazane so p-vrednosti primerjav log števila kopij 16S rDNA in deleža kopij (izbrana bakterijska 
skupina/vse bakterije) med skupinama 1 in 2 s testom Mann- Whitney (MW). Statistično značilne razlike 
p < 0,1 smo označili krepko, p < 0,05 pa z zvezdico. 
Annex H2: Effect of delivery mode on number of copies target 16S rDNA (qPCR) in colostrum(M0) and 
milk (M30, M90) and child feces (B3, B30, B90) and on ratio (group specific DNA/all bacterial DNA). 
Differences between groups were tested with Mann-Whitney and statistically significant associations 
p < 0,1 are in bold and asterisks denote significance p < 0,05. 
 
MLEKO BLATO 




odvzema kopije/ml2 deleži3 
Čas 
odvzema kopije/g2 deleži3 
Vse bakterije       B0 0,433 / 
  M0 0,201 / B3 0,040* / 
  M30 0,978 / B30 0,394 / 
  M90 0,782 / B90 0,028* / 
Bacteroides-Prevotella M0 0,065 0,755 B3 0,048* 0,685 
  1M30 0,314 0,327 B30 0,041* 0,235 
  1M90 0,770 0,941 B90 0,284 0,059 
Bifidobacterium sp. M0 0,618 0,731 B3 0,082 0,257 
  1M30 0,986 0,978 B30 0,727 0,364 
  M90 0,403 0,506 B90 0,086 0,944 
Clostridium IV M0 0,703 0,618 1B3 0,839 0,052 
  M30 0,903 0,688 1B30 0,552 0,128 
  1M90 0,875 0,365 B90 0,371 0,967 
Clostridium XIV M0 0,151 0,803 1B3 0,431 0,040* 
  1M30 0,349 0,243 1B30 0,464 0,748 
  1M90 0,479 0,657 1B9 0,065 0,349 
Enterobacteriaceae M0 0,640 0,119 1B3 0,072 0,748 
  1M30 0,399 0,674 B30 0,685 0,944 
  1M90 0,446 0,618 B90 0,042* 0,114 
Staphylococcus sp. M0 0,813 0,382 B3 0,528 0,235 
  M30 0,992 0,963 B30 0,378 0,529 
  1M90 0,177 0,416 B90 0,878 0,269 
S. epidermidis M0 0,448 0,224 B3 0,074 0,989 
  M30 0,697 0,801 B30 0,115 0,349 
  M90 0,568 0,657 B90 0,054 0,012* 
Streptococcus sp. M0 0,987 0,640 B3 0,505 0,335 
  M30 0,612 0,519 B30 0,625 0,321 
  M90 0,305 0,427 B90 0,394 0,586 
Enterococcus sp. 1M0 0,933 0,333 B3 0,320 0,727 
  1M30 0,489 0,634 B30 0,012* < 0,001* 
  M90 0,564 0,767 B90 0,012* 0,049* 
E. faecalis M0 / / B3 0,210 0,706 
  M30 / / B30 0,008 0,001 
  M90 / / B90 0,008 0,028 
Lactobacillus sp. M0 0,223 0,685 1B3 0,361 0,067 
  1M30 0,356 0,978 B30 0,661 0,321 
  1M90 0,232 0,518 B90 0,056 0,108 
L. gasseri M0 0,800 0,289 1B3 0,614 0,071 
  M30 0,639 0,963 1B30 0,635 0,394 
  1M90 0,892 0,542 B90 0,143 0,476 
1 Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 % 
2 V enotah število kopij DNA/ ml oziroma število kopije DNA/g vzorca 
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Priloga I: Pregled statističnih izračunov vpliva sestave mikrobne populacije kolostruma 
in mleka na sestavo črevesne mikrobiote otroka 
Annex I: Statistical associations between human colostrum, milk microbiota and feces 
microbiota  
 
Priloga I1: Povezave med mikrobno populacijo iz kolostruma in mekonija (M0-B0) ter kolostruma in 
blata (M0-B3), zraslo na enakih hranljivih gojiščih (MRS, ROGOSA, TOS). Prikazane so p-vrednosti in 
koeficienti korelacij (rs) pridobljeni s Spearmanovim koeficientom. Predznak (+/-) nam pove smer 
linearne povezanosti (rs). Navedene statistično značilne razlike p<0,05 smo označili krepko. . 
Annex I1: The correlation between microbial population in colostrum and meconium (M0-B0), and 
colostrum and infant feces (M0-B3) determined on agar plates MRS, ROGOSA, TOS. Results are p 
values (only p < 0,1)and Spearman correlation coefficients (rs). Sign (+/-) represents direction of a linear 
relationship. Statistical significance is denoted bold *p < 0,05 
      KOLOSTRUM (M0) 
    MRS  ROGOSA  TOS 
    rs p-vrednost  rs p-vrednost  rs p-vrednost 
B
0
 MRS -0,121 0,504           
ROGOSA      0,235 0,084      
TOS           -0,19 0,173 
B
3
 MRS 0,452 0,005*           
ROGOSA      -0,092 0,490      
TOS           0,124 0,371 
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Priloga I2: Povezave med deležem (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije) bakterijskih skupin v vzorcih odvzetih ob istem času B3-M0, B30-M30, B90-M90. 
Prikazane so p-vrednosti korelacij pridobljene s Spearmanovim koeficientom in predznak (+/-) pa označi smer linearne povezanosti (rs). Statistično značilne razlike 
p < 0,05 so označene krepko.  
Annex I2: The correlation of ratio (group specific DNA/all bacterial DNA)of selected bacterial groups collected at same time B3-M0 (to 3 days after birth), B30-M30 
(30 days), B90-M90 (90 days). Results are p values (only p < 0,1) of correlations tested with Spearman coefficient (rs), sign (+/-) represents direction of a linear 
relationship. Statistical significance is denoted bold *p < 0,05.  
 
KOLOSTRUM in MLEKO 
 Vse bakterije  Bacteroides-Prevotella  Bifidobacterium sp. Clostridium IV. Clostridium XIV.  Enterobacteriaceae 
BLATO 
M0 M30 M90 M0 M30 M90 M0 M30 M90 M0 M30 M90 M0 M30 M90 M0 M30 M90 
Vse bakterije  
  
0,743 
     
0,426 










    
Bifidobacterium sp.  
  
0,715 
     
0,894 
         
Clostridium IV.  
  
0,792 
     
0,625 
         
Clostridium XIV.  
  
0,278 
     
0,287 




     
0,215 
         
Staphylococcus sp.  
  
0,828 
     
0,989 
   
-0,065 
     
S. epidermidis  
  
0,784 
     
0,884 
         
Streptococcus sp.  
  
0,611 0,038* 
    
0,796 
         
Enterococcus sp.  
  
0,190 
     
0,603 
         
Lactobacillus sp.  
  
0,438 
     
0,075 




     
0,680 
         
             se nadaljuje ... 
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nadaljevanje Priloge I2: Povezave med deležem (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije) bakterijskih skupin v vzorcih odvzetih ob istem času B3-M0, B30-
M30, B90-M90. Prikazane so p-vrednosti korelacij pridobljene s Spearmanovim koeficientom in predznak (+/-) pa označi smer linearne povezanosti (rs). 
Statistično značilne razlike p < 0,05 so označene krepko. 
  KOLOSTRUM in MLEKO 
 
 Staphylococcus sp. S. epidermidis Streptococcus sp. Enterococcus sp. Lactobacillus sp.  L. gasseri 
 M0 M30 M90 M0 M30 M90 M0 M30 M90 M0 M30 M90 M0 M30 M90 M0 M30 M90 
Vse bakterije   0,066      0,097                                        -0,075 
Bacteroides-Prevotella       0,100         
Bifidobacterium sp.                
Clostridium IV.                
Clostridium XIV.       -0,080   0,073      
Enterobacteriaceae                
Staphylococcus sp.                
S. epidermidis                
Streptococcus sp.                
Enterococcus sp.         0,003*       
Lactobacillus sp.                                                       0,057     
L. gasseri               
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Priloga I3: Vpliv prehrane otroka (izključno/delno dojenje) na log števila kopij tarčne 16S rDNA za 
izbrane skupine bakterij v vzorcih kolostruma (M0) in mleka (M30, M90) ter blata otroka (B3, B30 in 
B90), določene z metodo qPCR. Prikazane so p-vrednosti primerjav log števila kopij 16S rDNA in 
deležem kopij (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije) med skupinama 1 in 2 s testom Mann- Whitney 
(MW). Statistično značilne razlike p < 0,1 smo označili krepko, p < 0,05 pa z zvezdico. 
Annex I3: Effect of infant feeding (Exclusive breastfed/Partially breastfed) on number of copies target 
16S rDNA (qPCR) in colostrum(M0), milk (M30, M90), child feces (B3, B30, B90) and on ratio (group 
specific DNA/all bacterial DNA). Differences between groups were tested with Mann-Whitney and 
statistically significant associations p < 0,1 are in bold and asterisks denote significance p < 0,05. 
NAČIN PREHRANE OTROKA      
  MLEKO  BLATO 
BAKTERIJSKA  Čas MW (p) MW (p) Čas  MW (p) MW (p) 
SKUPINA odvzema kopije/ml2 deleži3 odvzema kopije/g2 deleži3 
Vse bakterije M0 0,264 0,264 B3 0,272 0,272 
  M30 0,291 0,291 B30 0,816 0,816 
  M90 0,747 0,747 B90 0,849 0,849 
Bacteroides-Prevotella M0 0,859 0,144 B3 0,479 0,080 
  1M30 0,358 0,698 B30 0,441 0,151 
  1M90 0,709 0,791 B90 0,349 0,382 
Bifidobacterium sp. M0 0,869 0,109 B3 0,116 0,157 
  1M30 0,095 0,030 B30 0,916 0,866 
  M90 0,557 0,362 B90 0,790 0,718 
Clostridium IV. M0 0,248 0,019* B3* 0,438 0,272 
  M30 0,673 0,342 B30* 0,197 0,221 
  1M90 0,522 0,747 B90 0,369 0,209 
Clostridium XIV. M0 0,567 0,647 B3* 0,663 0,205 
  M30 0,492 0,994 B30* 1,000 0,673 
  M90 0,860 0,903 B90* 0,068 0,005* 
Enterobacteriaceae M0 0,886 0,344 B3* 0,808 0,866 
  1M30 0,878 0,909 B30 0,052* 0,100 
  1M90 0,529 0,581 B90 0,033* 0,017* 
Staphylococcus sp. M0 0,408 0,753 B3 0,672 0,784 
  M30 0,305 0,826 B30 0,118 0,063 
  M90 1,000 0,858 B90 0,655 0,849 
S. epidermidis M0 0,303 0,606 B3 0,340 0,423 
  M30 0,559 0,885 B30 0,069 0,113 
  M90 0,659 0,631 B90 0,001* 0,033* 
Streptococcus sp. M0 0,037* 0,178 B3 0,151 0,184 
  M30 0,382 0,826 B30 0,164 0,460 
  M90 0,726 0,474 B90 0,909 0,662 
Enterococcus sp. 1M0 0,012 0,528 B3 0,335 0,399 
  1M30 0,634 0,312 B30 0,006* 0,008* 
  M90 0,769 0,869 B90 0,010* 0,001* 
Enterococcus faecalis M0 / / B3 0,648 0,704 
  M30 / / B30 0,014* 0,015* 
  M90 / / B90 0,093 0,020* 
Lactobacillus sp. M0 0,268 0,688 B3* 0,213 0,916 
  1M30 0,280 0,621 B30 0,557 0,950 
  1M90 0,886 0,869 B90 0,751 0,581 
1Odstotni delež vzorcev nad mejo detekcije je pri teh bakterijskih skupinah nižji od 30 % 
2 V enotah število kopij DNA/ ml oziroma število kopije DNA/g vzorca 
3V enotah delež (izbrana bakterijska skupina/vse bakterije). 
 
